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Abstraktum 
Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit war die Modifizierung von Biomolekülen im Rahmen von 
zwei unterschiedlichen Themengebieten: Epigenetik und Proteinchemie. Hierfür wurden jeweils 
chemische Reaktionen zur selektiven Markierung von Nukleosiden bzw. Proteinen entwickelt und 
somit deren Untersuchung im biologischen Kontext ermöglicht. 
Im Bereich der Epigenetik sollte durch spezifische Modifizierungen der Stoffwechselweg des epi-
genetischen Markers 5-Methyl-2'-desoxycytidin (mdC), ein in verschiedenen biologischen Prozes-
sen bedeutsames Nukleosid, aufgeklärt werden. Vor kurzem wurde die Oxidation von mdC zu 5-
Hydroxymethyl- (hmdC) und weiter zu 5-Formyl- (fdC) sowie zu 5-Carboxy-2'-desoxycytidin 
(cadC) entdeckt. Im Zuge dieser Arbeit sollte die Hypothese, dass eine C-C-Bindungsbruchreaktion 
ausgehend von den Oxidationsprodukten fdC und cadC zu 2'-Desoxycytidin (dC) ein in Zellen vor-
handener Mechanismus zur aktiven Demethylierung ist, intensiv überprüft werden. Zunächst wurde 
hierzu ein verbesserter fdC-Phosphoramidit-Baustein für die DNA-Festphasensynthese und nach-
folgende proteomische fdC-Untersuchungen entwickelt. Dieser wird mittlerweile von GlenResearch 
kommerziell vermarktet. Darüber hinaus wurden verschiedene isotopenmarkierte, sowie 2'-
fluorierte DNA-Bausteine (Nukleoside, Phosphoramidite und Triphosphate) für die DNA-Synthese, 
zellbiologische Untersuchungen und für massenspektrometrische Quantifizierungen synthetisiert. 
Erstmals konnten mittels dieser Markierungen in Tracing-Experimenten eindeutige Hinweise auf 
das Vorliegen einer Deformylierungsreaktion von fdC zu dC erbracht werden.  
Derzeit wird in der pharmazeutischen Industrie im Bereich der Proteinchemie intensiv nach effi-
zienten Methoden zur Proteinmarkierung z.B. zur Herstellung homogener Antikörper-Wirkstoff-
Konjugate geforscht. In dieser Promotionsarbeit wurde hierzu eine sequenzspezifische, reversible 
Proteinmarkierung in einem Bottom-up-Approach entwickelt. Zunächst wurde in theoretischen Stu-
dien eine rational entwickelte Peptidsequenz generiert, in der ein aufgrund der Sequenzumgebung 
besonders reaktives Lysin über eine Schiff'sche Base-Reaktion Pyridoxalphosphat (PLP) reversibel 
bindet. Die nachfolgende Optimierung mittels kombinatorischer Synthese einer Peptid-Bibliothek 
resultierte in einer 15 Aminosäuren langen Peptidsequenz mit µM-Affinität gegenüber verschiede-
nen PLP-Derivaten. Weitere Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen (NMR, HPLC, MS) belegten die 
selektive Bindung. In ersten Studien konnten Proteine nach Einbau der Peptidsequenz erfolgreich 
mit PLP-Derivaten spezifisch modifiziert werden. Zukünftig wird diese innovative Markierungsme-
thode in verschiedenen Gebieten zur Herstellung homogen, aber reversibel modifizierter Proteinen 
Anwendung finden, z.B. für Antikörper-Wirkstoff-Konjugate.  
Abstract 
 
II 
 
Abstract 
This PhD-thesis covers two different topics: epigenetics and proteinchemistry. For both of them, 
chemical reactions for the selective labelling of nucleosides and proteins, respectively, were devel-
oped, which enabled extensive studies of nucleosides and proteins in a biological context. 
In the field of epigenetics, the metabolism of the epigenetic marker 5-methyl-2'-deoxycytidine 
(mdC), an important nucleoside in various cellular processes, was investigated by selective label-
ling. Here, the studies focussed at the active demethylation pathway of mdC. Recently, the oxida-
tion of mdC to 5-hydroxymethyl- (hmdC) and further on to 5-formyl- (fdC) and 5-carboxy-2'-
deoxycytidine was discovered. In the course of this thesis the hypothesis, that a C-C-bond cleavage 
reaction based on fdC or cadC to 2'-deoxycytidine (dC) as part of cellular active demethylation 
mechanism was intensely investigated. First of all, an improved fdC-phosphoramidite building 
block for the DNA-solid phase synthesis and subsequently for proteomic studies was developed. In 
the meantime, this building block was introduced into the market by the U.S. company GlenRe-
search. Furthermore, various isotopically labelled as well as 2'-fluorinated DNA building blocks 
(nucleosides, phosphoramidites and triphosphates) were synthesized for DNA synthesis, cell bio-
logical studies and for mass spectrometric analysis. Using these labelled compounds, Tracing-
experiments revealed the existence of a deformylation reaction for the first time. 
Currently, the pharmaceutical industry is searching for efficient methods to label proteins, e.g. for 
the generation of homogenous antibody-drug conjugates. Within this PhD thesis, a sequence spe-
cific, reversible method for protein labelling was developed by using a bottom-up approach. First, 
using theoretical studies a rational peptide sequence was designed. Here, a certain lysine residue, 
which has an increased reactivity due to its sequence context, is able to react to a thermodynami-
cally stable Schiff base with pyridoxal phosphate (PLP) derivatives. Subsequent optimisation by 
combinatorial syntheses of a peptide library led to a 15 amino acid containing peptide sequence 
having a µM-affinity to various PLP-derivatives. Further structure-activity studies (NMR, HPLC, 
MS) proved the site specific binding. In first studies, proteins were specifically modified after in-
corporation of the peptide sequence. In the future, this labelling method may pave the way for the 
generation of homogenously but reversible modified proteins for various purposes, e.g. for the syn-
thesis of antibody-drug conjugates. 
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1 Einleitung 
„Zum Dicksein verdammt: Fettleibigkeit ist vererbbar‖! Mit diesen Worten betitelte der Focus im 
März 2016 plakativ einen Artikel über neue Forschungserkenntnisse aus dem Bereich der Epigene-
tik.
[1]
 In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass Stoffwechselstörungen, wie Fettleibigkeit 
und Diabetes, in Mäusen tatsächlich auf die nächste Generation epigenetisch vererbbar sein kön-
nen.
[2]
 Dabei erfolgte die Informationsübergabe unter anderem auch anhand des epigenetischen 
DNA-Markers 5-Methylcytosin. Hierzu stellen sich die zwei größten, bislang nur teilweise gelösten 
Fragen der Epigenetik: Wie kommt es zu einer selektiven Markierung in genomischer DNA? Und 
kann eine solche, eventuell krankmachende Markierung wieder entfernt werden und wenn ja, mit 
welchem Mechanismus? Mit der Beantwortung der letzten Frage beschäftigen sich Teile dieser Ar-
beit. 
Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit war die Modifizierung von Biomolekülen im Rahmen von 
zwei unterschiedlichen Themengebieten. Neben der bereits erwähnten Epigenetik, wo versucht 
wurde, den Stoffwechselweg des epigenetischen Markers 5-Methylcytosin aufzuklären, wurde im 
Bereich der Proteinchemie eine sequenzspezifische, reversible Proteinmarkierung in einem Bottom-
up-Approach entwickelt. Beiden Themengebieten ist gemein, dass eine Verbindung mittels chemi-
scher Modifizierung selektiv markiert wurde. In anschließenden in vitro und in vivo Experimenten 
ermöglichte diese Markierung erstmals detaillierte Einblicke in die biologischen Rolle dieser Ver-
bindung. 
1.1 5-Methyl-2'-desoxycytidin und dessen Stoffwechsel 
1.1.1 DNA 
Neuronen, Drüsenzellen und Erythrozyten sind nur drei Beispiele für ca. 210 verschiedene Zellty-
pen, die den menschlichen Organismus aufbauen.
[3]
 Trotz stark unterschiedlicher Morphologie und 
Aufgaben besitzen sie alle eine identische Desoxynukleinsäure (DNA)-Sequenz. Die DNA ist ein 
eindimensionales Polymer und besteht im Wesentlichen aus den vier kanonischen Nukleosiden 2′-
Desoxyadenosin (dA), 2′-Desoxythymidin (dT), 2′-Desoxycytidin (dC) und 2′-Desoxyguanosin 
(dG), die über Phosphorsäurediester miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 1A).
[4-6]
 Über 
spezifische Wasserstoffbrückenbindungen gehen die Nukleobasen komplementäre Paarungen mit 
einem DNA-Gegenstrang ein.
[5,7-9]
 Diese Basenpaarung ist die Grundlage für eine erfolgreiche 
DNA-Replikation und Genexpression.
[10,11]
 Letztere erfolgt entsprechend dem zentralen Dogma der 
Molekularbiologie zunächst durch Transkription der DNA zu messenger RNA, die in der anschlie-
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ßenden Translation zur Synthese von Proteinen verwendet wird.
[12]
 Hierbei kodiert ein Basentriplett 
für eine Aminosäure.
[12-14]
 
Die Paarung zweier DNA-Stränge resultiert in der Ausbildung einer DNA-Doppelhelix, deren na-
türlich vorliegende B-Form eine kleine und eine große Furche aufweist. Diese ermöglichen den 
Kontakt der Nukleobasen zur flüssigen Phase des Zellkerns, wobei in der großen Furche sequenz-
spezifische Interaktionen mit Proteinen wie z.B. den Transkriptionsfaktoren stattfinden, während in 
der kleinen Furche eher kleine Moleküle binden können.
[13,15]
 
 
1.1.2 Epigenetik 
Für die Entwicklung zu hoch spezialisierten Zelltypen müssen Zellen Mechanismen besitzen, die es 
ihnen ermöglichen, die Genexpression räumlich und zeitlich zu regulieren. Ferner müssen diese 
Aktivitätsmuster auch an die Zellen der nächsten Generation vererbt werden können. Daher muss es 
neben der DNA-Sequenz eine weitere Informationsebene geben, die die Genexpression regelt. 
Mit diesem Thema befasst sich das Forschungsgebiet der Epigenetik.
[16]
 Die heute allgemeingültige 
 
Abbildung 1: (A) Basenpaarungen der doppelsträngigen DNA. dC und dG bilden drei Wasserstoffbrücken-
bindungen aus, dT und dA hingegen nur 2 (gestrichelte Linien). (B) Die Methylgruppe der epigenetischen 
DNA-Modifikation mdC zeigt in die große Furche der DNA-Doppelhelix und kann dadurch Protein-DNA-
Wechselwirkungen modulieren. 
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und wissenschaftlich anerkannte Definition bezieht sich auf mitotisch oder meiotisch vererbbare 
Merkmale und Veränderungen, die die Genexpression beeinflussen, aber nicht auf die zugrunde 
liegende DNA-Sequenz zurückzuführen sind.
[17-19]
 Neben der Modifikation von Histon-Proteinen 
sind Modifikationen von DNA-Nukleobasen von besonderer Bedeutung. Diese beiden Formen der 
Regulation stehen möglicherweise in direkter Wechselwirkung. Aberrante Prozesse und Verände-
rungen innerhalb dieses Epigenoms können zur Entstehung von Krebs, Autoimmun-, neurodegene-
rativen sowie den bereits oben beschriebenen Stoffwechsel-Erkrankungen führen.
[20-24]
 
1.1.3 5-Methyl-2'-desoxycytidin 
Die zeitlich am längsten bekannte DNA-Modifikation ist 5-Methyl-2'-desoxycytidin (mdC) (siehe 
Abbildung 1). Dessen Existenz wurde bereits 1925 postuliert, 1950 nachgewiesen und gilt heutzu-
tage als die am meisten erforschte epigenetische Modifikation.
[21,22,24-28]
 Die Modifizierung wird 
postreplikativ durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) mit dem Cofaktor S-Adenosylmethio-
nin (SAM) als Methylgruppendonor eingeführt. In Eukaryoten sind drei Enzyme dieser Klasse be-
kannt. DNMT1, eine maintenance Methyltransferase, sorgt während der DNA-Replikation dafür, 
dass im Genom bereits bestehende Methylierungen erhalten bleiben, wodurch mdC zu einer vererb-
baren Modifikation wird. Zusätzlich sind DNMT3a und DNMT3b bekannt, welche für die de novo-
Methylierung verantwortlich sind.
[29,30]
 Von entscheidender Bedeutung ist die Tatsache, dass die 
DNA-Methylierung für die Entwicklung von Säugetieren unentbehrlich ist. DNMT1-, DNMT3a- 
oder DNMT3b-Knockout-Mäuse sterben im Verlauf ihrer Entwicklung.
[30-32]
 
In Eukaryoten sind 3-5% aller Cytosine methyliert, vorwiegend in einem CpG-Kontext, wobei zell-
typspezifisch bis zu 70-80% der CpG-Dinukleotide methyliert sind.
[33]
 Eine besonders hohe Dichte 
an CpG-Dinukleotiden kann in Promotorregionen gefunden werden. Hier befinden sich ca. 10% 
aller CpG-Dinukleotide.
[24,34]
 
Bereits 1969 wurde für mdC eine regulatorische Funktion postuliert und 1975 durch zwei Gruppen 
bestätigt.
[35-37]
 Die Anwesenheit einer Methylgruppe in der großen Furche verändert die Wechsel-
wirkung von Proteinen mit DNA.
[27]
 Hierdurch hat mdC direkten Einfluss auf die Bindung von 
Transkriptionsfaktoren sowie Chromatin remodulierenden Proteinen und kann z.B. eine Inhibierung 
der Transkription bewirken.
[38,39]
 Die mdC-vermittelte Stilllegung von Genen hat entscheidenden 
Einfluss auf die X-Chromosom-Inaktivierung, die genomische Prägung sowie auf die dauerhafte 
Stilllegung der Pluripotenzgene (z.B. Oct3/4 und Nanog) bei der zellulären Entwicklung.
[21,22]
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1.1.4 Aktive Demethylierung als Stoffwechselweg von mdC 
Alle Säugetierzellen stammen von einer befruchteten Eizelle ab. Während der Wanderung entlang 
des Eileiters zur Gebärmutter, differenziert sich die Eizelle schrittweise über die 2-Zell-, 4-Zell-, 
8-Zell-Stadien, zur Morula und Blastozyste weiter (siehe Abbildung 2). Dabei erfolgt eine nahezu 
vollständige, globale Demethylierung des männlichen und weiblichen Genoms um den pluripoten-
ten Status des frühen Embryos zu etablieren.
[40]
 Die Demethylierung des Genoms des männlichen 
Elternteils verläuft im Vergleich zum weiblichen Genom hierbei deutlich schneller ab. Es zeigte 
sich, dass der Rückgang des mdC-Gehalts des paternalen Genoms in der Mausembryogenese vor-
nehmlich nicht replikations-assoziiert ist, sondern die Methylgruppen aktiv, also Enzym-vermittelt, 
entfernt werden.
[41-44]
 
 
Bei der Demethylierung des weiblichen Genoms ging man in der Vergangenheit bisher von einem 
rein passiven Demethylierungsmechanismus aus, d.h. dem Verlust von mdC durch Verdünnung 
während der DNA-Replikation.
[45-47]
 Neuerdings wird aber auch hier über eine aktive bzw. Enzym-
vermittelte Demethylierung spekuliert.
[48]
 Die epigenetische Reprogrammierung kurz nach der Be-
fruchtung der Eizelle ist wichtig, um die elterlichen Methylierungsmuster zu entfernen und somit 
die Entwicklung des Nachkommens aus nur einer Zelle nicht zu gefährden. Nach Einnisten der Ei-
zelle in die Gebärmutterschleimhaut (Implantation) werden gezielte Sequenzbereiche beider Geno-
me de novo methyliert (grüne Linie), wodurch die Ausdifferenzierung in die verschiedenen Keim-
blätter des Embryos (Ektoderm, Endoderm und Mesoderm) im Laufe der weiteren embryonalen 
Entwicklung beginnt.
[49]
 Bisher konnte eine aktive Demethylierung in ausdifferenzierten Zellen 
lediglich in Neuronen und Immunzellen nachgewiesen werden.
[50-52]
 
Bis heute ist ungeklärt, wie Zellen das Methylierungsmuster aktiv, also Enzym-vermittelt, entfernen 
 
Abbildung 2: Veränderung der globalen mdC-Level während der Embryogenese. Kurz nach Befruchtung 
der Eizellen der Maus wird mdC im paternalen Genom weitgehend aktiv entfernt (blaue Linie). Im materna-
len Genom hingegen wird das mdC-Level eher aufgrund der fehlenden maintenance Methylierung passiv 
gesenkt (rote Linie). Die Abbildung wurde von Wu et al. adaptiert.
[44] 
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können. Die Aufklärung ist allerdings von bedeutendem Interesse, da dies ein detailliertes Verständ-
nis der Steuerung der Zellentwicklung ermöglicht. So könnten beispielsweise Verbindungen zwi-
schen fehlerhafter Genexpression und verschiedenen Krankheitsbildern zukünftig aufgeklärt wer-
den. Ferner ist eine gezielte Reprogrammierung von ausdifferenzierten Zellen in der regenerativen 
Medizin von großem Interesse.
[53]
  
Aus chemischer Sicht ist eine direkte Demethylierung von mdC aufgrund der sehr schwer zu bre-
chenden C5-CH3-Bindung eher unwahrscheinlich. Es gibt Hinweise, dass die Desaminasen AID1 
und APOBEC1 in vitro mdC zu dT desaminieren. Letzteres kann aufgrund der sich ergebenden 
Fehlpaarung (dG:dT) durch die Glykosylasen Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) oder MDB4, aus-
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des mdC-Metabolismus. Mittels der DNMT-Enzyme wird dC zu 
mdC methyliert. Eine Desaminierungs-Aktivität von mdC zu dT konnte für die Enzyme AID1 und APO-
BEC1 in vitro gezeigt werden. Die TET-Enzym vermittelte Oxidation von mdC resultiert in den Produkten 
hmdC, fdC und cadC. Im Rahmen einer komplexen Basenexzisionsreparatur können die Nukleobasen fdC, 
cadC sowie die Desaminierungsprodukte dT und hmdU mittels des Enzyms TDG entfernt werden. Die ent-
standene abasische Stelle (AP) wird im Laufe der weiteren DNA-Reparatur letztlich durch dC ersetzt. Aus 
entropischer und energetischer Sicht birgt ein C-C-Bindungsbruch bei den mdC-Oxidationsprodukten hmdC, 
fdC und cadC aufgrund der direkten Generierung von dC durchaus Vorteile. Das Vorhandensein eines sol-
chen Mechanismus konnte jedoch bislang nicht gezeigt werden. 
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geschnitten werden (siehe Abbildung 3).
[54-57]
 
2009 bzw. 2011 wurden mit 5-Hydroxymethyl- (hmdC) bzw. 5-Formyl- (fdC) und 5-Carboxy-2'-
desoxycytidin (cadC) die Oxidationsprodukte von mdC entdeckt.
[58-61]
 Mittlerweile ist bekannt, dass 
diese ausschließlich durch Ten-eleven translocation Proteine (TET1-3) gebildet werden.
[62,63]
 
Quantifizierungsstudien an embryonalen Mäusestammzellen (mES-Zellen) zeigten, dass hmdC bzw. 
fdC hier etwa zehnmal bzw. hundertmal seltener als mdC vorkommt. cadC ist mit 0.003% bezüglich 
dC kaum vorhanden (siehe Abbildung 4).
[62,64]
  
 
Nach der Entdeckung der TET-vermittelten Oxidation von mdC konnten Hinweise auf eine aktive 
Demethylierung mittels Desaminierung von hmdC durch die Proteinfamilie AID/APOBEC und 
anschließender Basenexzisionsreparatur (BER) u.a. mit den Glykosylasen SMUG1 und TDG ge-
funden werden.
[65-68]
 Pfaffeneder et al. konnten jedoch zeigen, dass eine Desaminierung von hmdC 
in mES-Zellen vernachlässigbar gering ist.
[69]
 Die höheren Oxidationsprodukte fdC und cadC kön-
nen direkt durch TDG aus der DNA geschnitten werden.
[58,70-74]
 Untersuchungen mit der katalyti-
schen Domäne von TDG zeigten eine viermal höhere Affinität von TDG gegenüber der Basenpaa-
rung G:fdC (KD = 0.15 nM) als zu G:dU.
[75]
 
 
Abbildung 4: Veranschaulichung der Häufigkeit modifizierter epigenetisch relevanter Nukleoside in mES-
Zellen bezogen auf dC. Wird die Menge an dC im Genom auf die Festlandfläche der Erde normiert, so ent-
spräche die Anzahl aller mdC der Fläche von USA (ohne Alaska) und die aller hmdC der Fläche Italiens. Die 
Menge an fdC bzw. cadC käme der Fläche von Belgien bzw. Luxemburg gleich.  
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Die bislang beschriebenen Wege der Demethylierung beruhen auf der anspruchsvollen Basenexzi-
sionsreparatur. Neben dem Vorhandensein bestimmter Enzyme zu einem definierten Zeitpunkt ist 
vor allem die Entstehung einer abasischen Stelle (AP) ein Nachteil für die Stabilität der DNA, be-
sonders in den mdC-reichen Promotorregionen. Hier könnte eine massive aktive Demethylierung zu 
Doppelstrangbrüchen führen.
[76]
 Aus diesem Grund wurde mit der Entdeckung der TET-vermittelten 
Oxidation der Mechanismus eines C-C-Bindungsbruchs der Oxidationsprodukte von mdC in Be-
tracht gezogen. Die Abgangsgruppen wären im Falle von hmdC Formaldehyd, bei fdC Ameisensäu-
re und Kohlenstoffdioxid bei cadC (siehe Abbildung 3). 
Bei Inkubation von hmdC-haltiger DNA mit einer mutierten Cytosin-Methyltransferase konnte 
in vitro die Bildung von dC durch Dehydroxymethylierung nachgewiesen werden.
[77]
 Eine entspre-
chende Decarboxylierung von cadC-haltiger DNA konnte Schiesser et al. 2012 mit Stammzellex-
trakt nachweisen, jedoch nicht quantifizieren.
[78]
 2014 wurde zusätzlich eine Decarboxylierungsak-
tivität eines Komplexes aus DNMT3A/DNMT3L in vitro gezeigt.
[79]
 Eine potentielle Deformylie-
rung wurde bislang nur in vitro mit Mercaptoethanol beschrieben.
[80]
 
Zusammenfassend konnten in der Vergangenheit zwar erste Indizien für einen C-C-Bindungsbruch 
zur direkten Generierung von dC entdeckt werden, bislang fehlt jedoch der Nachweis dieser Trans-
formation in vivo sowie das dafür verantwortliche Enzym sofern es überhaupt eines geben sollte. Es 
bleibt somit zu klären, ob eine C-C-Bindungsbruchreaktion tatsächlich ein möglicher Weg der akti-
ven Demethylierung neben BER ist. 
1.1.5 5-Formyl-2'-desoxycytidin als Intermediat im mdC-Stoffwechsel 
Das Nukleosid fdC ist das erste Nukleosid in der TET-vermittelten Oxidationskaskade, welches 
direkt ohne vorherige Desaminierung aus der DNA mittels TDG-Enzym entfernt werden kann. Da 
es zudem etwa zehnmal häufiger als cadC vorkommt, stellt sich die Frage, ob fdC neben der Funk-
tion als Intermediat eines mdC-Stoffwechsels auch eine eigene, darüber hinausgehende biologische 
Funktion besitzt. 
Synthese fdC-haltiger Oligodesoxynukleotide 
Für biochemische und proteomische Untersuchungen zur Funktion von fdC werden häufig Oligo-
desoxynukleotide (ODN) verwendet, die diese Modifikation enthalten. Die ODN werden mittels 
DNA-Festphasensynthese aus den entsprechenden Phosphoramidit-Bausteinen hergestellt. Zu Be-
ginn dieser Arbeit waren drei verschiedene fdC-Phosphoramidit-Bausteine literaturbekannt und zum 
Teil kommerziell erhältlich (siehe Schema 1).
[81-83]
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Die Gruppe um Matsuda beschrieb bereits 2001 das Phosphoramidit 1 zur Synthese fdC-haltiger 
ODN. 1 besitzt eine acetylgeschützte 1,2-Diol-Einheit, aus welcher nach Entschützung durch Diol-
spaltung mit Natriumperiodat die Formylgruppe generiert werden kann.
[81]
 Jedoch unterliegt fdC 
bereits in Anwesenheit von Luftsauerstoff einer langsamen Oxidation zu cadC.
[80]
 Die Behandlung 
mit Natriumperiodat führt daher zu einem kleinen Teil von cadC im ODN. In nachfolgenden z.B. 
proteomischen Untersuchungen könnte dieser cadC-Gehalt zu falsch-positiven Resultaten und somit 
zu einer falschen biologischen Bedeutung von fdC führen. Zusätzlich ist die Diolspaltung nicht mit 
einem zusätzlichen hmdC im ODN kompatibel. Dieses würde zu fdC oxidieren.
[84]
  
Aus diesem Grund entwickelten die Gruppen um He und Carell zeitgleich die fdC-
Phosphoramidite 2 und 3.
[82,83]
 Beide fdC-Bausteine besitzen bereits die Formylgruppe. Allerdings 
zeichnet sich der fdC-Baustein 3 durch eine effizientere Kupplung während der DNA-
Festphasensynthese aus. Im Vergleich zur Acetylschutzgruppe bei 2 ist die Benzoylschutzgruppe am 
exozyklischen Amin bei 3 deutlich stabiler. Allerdings generiert die Synthese von ODN mit mehre-
ren fdC auch bei Verwendung des fdC-Phosphoramiditbausteins 3 eine Vielzahl unbekannter Ne-
benprodukte und das gewünschte ODN kann in der nachfolgenden, sehr problematischen Aufreini-
gung nur in geringsten Mengen erhalten werden. 
Methoden zur genomischen Sequenzierung von fdC  
Neben der Synthese fdC-haltiger ODN ist auch die exakte Lokalisierung in genomischer DNA zur 
Aufklärung einer möglichen biologischen Funktion von fdC von großer Bedeutung. Bis 2015 waren 
lediglich verschiedene, Bisulfit-abhängige Methoden zur genomischen fdC-Sequenzierung bekannt 
(siehe Abbildung 5).
[85-89]
  
Die Bisulfit-Methode ist der sogenannte Gold-Standard zur genomische Sequenzierung von mdC in 
Basenauflösung.
[90]
 Hierbei wird eine Natriumbisulfit-Lösung verwendet, welche dC zu dU desami-
niert, mit mdC hingegen nicht reagiert. Da mdC wie dC kodiert, kann bei Vergleich der Sequenzie-
 
Schema 1: Strukturformeln der zu Beginn dieser Arbeit beschriebenen fdC-Phosphoramidite für die Synthe-
se fdC-haltiger ODN. 
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rungsdaten mit und ohne Bisulfit-Behandlung auf die exakten Postionen von mdC geschlossen wer-
den. Im Falle von fdC führt die Umsetzung mit Natriumbisulfit mittels Deformylierung und Des-
aminierung ebenfalls zu dU.
[91]
 Somit kann bei Verwendung der Bisulfit-Methode nicht zwischen 
fdC und dC unterschieden werden. 
2013 beschrieb die Gruppe um He erstmalig eine genomweite Sequenzierungs-Methode (fCAB) 
von fdC, indem sie O-Ethylhydroxylamin zur Maskierung der Formylgruppe verwendeten.
[88]
 Das 
so entstandene Oxim wird in der nachfolgenden Umsetzung mit Natriumbisulfit nicht zu dU desa-
miniert, sondern kodiert weiterhin wie dC. Durch Vergleich der Sequenzierungsdaten mit und ohne 
fCAB-behandelter DNA, kann auf die Positionen von fdC geschlossen werden. Diese Methode er-
möglichte erstmals die basengenaue Sequenzierung von fdC in DNA aus mES-Zellen. 
 
 
Abbildung 5: Vergleich der bis 2015 beschriebenen genomweiten fdC-Sequenzierungsmethoden. In der 
standardmäßigen Bisulfit-Methode (Mitte) wird fdC, genauso wie dC, zu dU umgewandelt. Eine Differenzie-
rung zwischen dC und fdC ist daher nicht möglich. In der fCAB-Methode (Links) wird durch Oximbildung 
mit O-Ethylhydroxylamin die Formylgruppe maskiert. In der nachfolgenden Bisulfit-Behandlung wird das 
Oxim nicht zu dU desaminiert und kodiert daher weiterhin als dC. Durch Vergleich der Sequenzierungsdaten 
mit und ohne fCAB-behandelter DNA, kann auf die Positionen von fdC geschlossen werden. Im Gegensatz 
dazu wird in der redBS-Methode (Rechts) fdC zunächst mit Natriumborhydrid reduziert. Da hmdC wie dC 
kodiert, kann bei Vergleich der Sequenzierungsdaten mit und ohne redBS-Methode auf die Position von fdC 
geschlossen werden. 
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2014 beschrieb die Gruppe um Balasubramanian die fdC-Sequenzierungsmethode redBS, in der 
fdC zunächst mit einer 1M wässrigen Natriumborhydrid-Lösung zu hmdC reduziert wurde.
[85]
 Da 
hmdC wie dC kodiert, kann bei Vergleich der Sequenzierungsdaten mit und ohne redBS-Methode 
auf die Position von fdC geschlossen werden.  
Der Nachteil beider Methoden ist die Verwendung von Natriumbisulfit. Letzteres führt zu einer er-
heblichen Zerstörung genomischer DNA (> 95%), da Bisulfit mit dC zu einem Addukt reagiert, 
welches spontan depyrimidiert.
[90,92,93]
 Die so entstandene abasische Stelle resultiert in der nachfol-
genden, obligatorischen NaOH-Behandlung in DNA-Strangbrüchen.
[94]
 Daher kann nur ein Bruch-
teil der eingesetzten Menge tatsächlich für die Sequenzierung verwendet werden, was aufgrund der 
geringen Abundanz von fdC problematisch ist.  
Mögliche biologische Funktionen von fdC 
Zur Aufklärung einer möglichen biologischen Funktion von fdC existieren aufgrund der geringen 
Abundanz im Genom, sowie der problematischen Herstellung von fdC-haltiger ODN bislang kaum 
Daten.
[95]
 In ersten Proteomik-Studien konnte gezeigt werden, dass fdC den Transkriptionscofak-
tor p300, sowie Reparaturproteine wie beispielsweise den "Wächter des Genoms", p53, und das 
TDG-Enzym rekrutiert.
[96,97]
 
Weiterhin kann fdC indirekt Einfluss auf die zelluläre Synthese von Proteinen nehmen, indem es 
das Voranschreiten der RNA-Polymerase II auf dem DNA-Strang beeinflusst.
[98]
 In der Replikation 
kodiert fdC wie dC und wirkt daher nicht mutagen.
[83]
 
2015 konnte die Gruppe um Balasubramanian mittels Quantifizierung der Level aller epigenetisch 
relevanten Nukleoside in unterschiedlichen Mäuse-Geweben in verschiedenen Lebensabschnitten 
nachweisen, dass fdC besonders zahlreich im Gehirn, aber auch in Herz und Leber mit einer Häu-
figkeit von 0.2 bis 15 ppm bezogen auf dC vorkommt.
[99]
 Interessanterweise konnte keine Korrela-
tion zwischen den Level von hmdC und fdC gefunden werden. Bei Verfütterung von 
13
CD3-SAM 
über einem Zeitraum von bis zu 117 Tagen an adulte Mäuse wurde mittels Isotope-Tracing kaum 
isotopenmarkiertes fdC im Gehirn gefunden. Da das Level von nicht markiertem fdC im Gehirn 
weiterhin hoch war, wurde daraus geschlossen, dass es in den 117 Tagen kaum fdC-Umsatz gab und 
daher fdC vermutlich ein stabiler epigenetischer Marker ist. Dies würde die Wahrscheinlichkeit er-
höhen, dass fdC neben mdC und hmdC eine eigene, bislang unbekannte biologische Funktion besä-
ße.
[99,100]
 
Im Gegensatz dazu beschrieben Wagner et al. ebenfalls 2015 die Quantifizierung von mdC, hmdC, 
und fdC in Cerebrum- und Leber-Gewebe von Mäusen zu verschiedenen Lebensabschnitten (1. Tag 
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bis 18. Monat nach Geburt).
[101]
 Die Autoren zeigten, dass die fdC-Level in der frühen Entwicklung 
stark fallen und somit einen invertierten, alters-abhängigen Effekt verglichen zu hmdC zeigen. Die-
ses Resultat deutet daraufhin, dass fdC vorrangig mit einer aktiven Demethylierung von hmdC im 
Zusammenhang steht und daher kein stabiler epigenetischer Marker sein sollte. 
Zusammenfassend ist eine biologische Funktion von fdC, sei es als Intermediat einer aktiven Deme-
thylierung oder als epigenetischer Marker, bislang vollkommen unklar. Dies beruht zum einen auf 
dem geringen Vorkommen in genomischer DNA, zum anderen aber vor allem an mangelnden Me-
thoden zur Synthese fdC-haltiger ODN für umfangreiche Proteomik-Studien sowie an einer fehlen-
den Bisulfit-freien Sequenzierungsmethode von fdC im Genom. 
 
 
1.2 Proteinmodifizierungen 
Die biologische Funktion epigenetischer Nukleoside in der DNA ist das Resultat einer gezielten und 
kontrollierten Wechselwirkung dieser Nukleoside mit Proteinen. Die DNA, die der Zelle als Infor-
mationsspeicher dient, interagiert z.B. bei Replikation, DNA-Reparatur u.v.m. mit Proteinen. Sie 
gelten als molekulare Maschinen, die für Erhalt und Funktionsausübung der Zelle verantwortlich 
sind.
[102]
 Posttranslationale Modifikationen an Proteinen sind in der Natur weit verbreitet und be-
einflussen entscheidend deren Aktivität.
[103]
 Die Zellen sind hierdurch in der Lage, die Funktion 
eines Proteins zu bestimmten Zeiten exakt zu kontrollieren. Obwohl im Rahmen der Biokonjugation 
seit geraumer Zeit an der gezielten Modifizierung von Proteinen geforscht wird, konnte die Natur 
bislang nur im begrenzten Maßstab imitiert werden. Die Schwierigkeit liegt darin begründet, dass 
die chemische Modifizierungsreaktion bei max. 37 °C, in einem pH-Bereich von 6 bis 8 und im 
wässrigen Puffermedium erfolgen muss, um die 3D-Struktur und somit die Funktion des Proteins 
nicht zu gefährden.
[104-107]
 Mögliche Anwendungen einer artifiziellen Proteinmarkierung sind viel-
faltig. Besonders in der medizinischen Forschung finden diese neuerdings immer häufiger Einsatz 
(siehe Abbildung 6). Sie ermöglichen z. B. die in vivo-Verfolgung mittels Fluorophor-Konjugat 
und die Stabilitätserhöhung des Wirkstoffs durch Anhängen von Polyethylenketten an die Protein-
oberfläche (PEGylierung). Regioselektive Proteinmarkierungen werden in der Proteinaufreinigung, 
in der Herstellung von Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten und im Gebiet der Nanotechnologie benö-
tigt. Bei Letzterem wird vor allem am gezielten Aufbau von Proteinstrukturen und der Generierung 
von Proteinen mit neuer Funktion geforscht.
[106-109]
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In den letzten zwanzig Jahren wurde eine Vielzahl an Methoden zur Modifizierung von natürlichen 
sowie unnatürlichen Aminosäuren etabliert. Letztere werden durch Manipulation des genetischen 
Codes, vorwiegend durch Neuzuordnung eines Kodons, meist das Amber Kodon UAG, in ein Pro-
tein inkorporiert.
[110,111]
 Hierzu wird heutzutage normalerweise ein zum verwendeten Organismus 
orthogonales Suppressor-Paar aus tRNA und tRNA-Synthetase verwendet. Zunächst wird die unna-
türliche Aminosäure mittels tRNA-Synthetase an die tRNA gebunden, wodurch dann während der 
Translation die Aminosäure kodonspezifisch in das Protein eingebaut wird.
[111,112]
 Vorteil dieser 
Methode ist der hoch regioselektive Einbau der unnatürlichen Aminosäure in das Ziel-Protein. Mit-
tels bioorthogonaler Reaktionen, z.B. mittels Click-Reaktion, können die eingebauten, unnatürli-
chen Aminosäuren für verschiedenste Anwendungen weiter funktionalisiert werden.
[112]
 Mittlerwei-
le konnte diese Technologie erfolgreich in lebenden Tieren angewendet werden.
[113,114]
 Nachteilig ist 
jedoch die zeitaufwendige Mutagenese der tRNA-Synthetase, die für eine ausreichende Bindungsaf-
finität zur unnatürlichen Aminosäure sowie für eine hohe Übertragungsrate zur tRNA nötig ist.
[107]
 
Des Weiteren müssen die meist synthetisch hergestellten, unnatürlichen Aminosäuren für den er-
folgreichen Einbau in hohen Konzentrationen (meist mM-Bereich) dem Nährmedium zugegeben 
werden.
[115]
 Die geringe Effizienz der Kodon-Supression, bedingt durch die Kompetition der Sup-
ressor-tRNA mit den release Faktoren trägt weiterhin zur Verringerung der Ausbeute bei. Die syn-
thetische Modifizierung natürlicher Aminosäuren ist daher nach wie vor erstrebenswert. 
 
Abbildung 6: Methoden zur Markierung von Proteinen finden in verschiedenen Bereichen Anwendung. A) 
Fluorophor-Konjugate ermöglichen das Verfolgen von Proteinen in Zellen. B) Die Umsetzung mit Polyethy-
lenderivaten erhöht die Stabilität des Proteins. C) Selektive Proteinmarkierungen ermöglichen die Generie-
rung von homogenen Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten sowie D) Proteine mit neuer Funktion im Rahmen 
der Nanotechnologie. 
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1.2.1 Chemische Strategien zur Modifizierung von natürlichen Aminosäuren 
in Proteinen 
Viele der 20 natürlichen Aminosäuren besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Seitenketten bereits 
eine intrinsische und selektive Reaktivität. Aufgrund der geringen Vielfalt an Aminosäuren und dem 
somit vermehrten Vorkommen im selben Protein ist die exakte Positionierung einer Proteinmarkie-
rung jedoch problematisch. Die Umsetzung mit einem chemischen Reagenz führt meist zu einem 
statistisch verteilten Produktgemisch. Des Weiteren besitzen viele der natürlichen Aminosäuren 
ähnliche, nukleophile funktionelle Gruppen, was die chemoselektive Modifizierung zusätzlich er-
schwert. Die am besten untersuchtesten Aminosäuren für Biokonjugationen sind Cystein und Lysin 
aufgrund der besonderen Nukleophilie ihrer Seitenkette.
[106]
 
Modifizierung von Cystein 
Bei kontrolliertem pH kann das Thiol des Cysteins auch bei Anwesenheit anderer Nukleophile wie 
Lysin oder Histidin mit entsprechenden Elektrophilen chemoselektiv umgesetzt werden. Die gerin-
ge Häufigkeit von Cystein von < 2% in Proteinen erlaubt in Ausnahmefällen die Einfach-
Markierung an einem Protein.
[104]
 Heutzutage wird routinemäßig die chemoselektive Alkylierung 
von Cysteinen mit dem α-Halogencarbonylderivat Iodacetamid als Capping-Reagenz zur Proteinse-
quenzierung verwendet (siehe Abbildung 7).
[116]
 Seit bereits über 80 Jahren ist die chemoselektive 
Umsetzung von Cystein mit Michael-Akzeptoren wie Maleimiden bekannt.
[117]
 Die einfache Deri-
vatisierung von Maleimiden hat zu dessen weitreichender Verwendung, z.B. in Impfstoffen und 
modifizierten Enzymen geführt.
[118-120]
 Nachteilig ist jedoch die mit der Zeit eintretende Hydrolyse 
der Cystein-Maleimid-Bindung und somit die Zersetzung des Biokonjugats zu 
Produktgemischen.
[121,122]
 Weiterhin ist die Markierung von Cysteinen aufgrund des massiven Vor-
kommens redoxaktiver Thiole in der Zelle wie Glutathion weitgehend auf in vitro-Experimente be-
grenzt.
[123]
 
Modifizierung von Lysin 
Chemische Reaktionen mit primären Aminen sind seit Jahrhunderten bekannt, sodass es nicht ver-
wunderlich ist, dass zahlreiche Lysin-markierende Reaktionen beschrieben sind.
[105,124]
 Durch die 
Verwendung von Elektrophilen wie Aktivestern, Sulfonylchloriden oder Isothiocyanaten wird eine 
chemoselektive Lysin-Modifizierung ermöglicht (siehe Abbildung 7).
[125-127]
 Ungesättigte Aldehy-
dester finden in letzter Zeit besondere Aufmerksamkeit aufgrund der Möglichkeit eine selektive, 
irreversible 6π-Aza-Elektrozyklisierungsreaktion mit Lysinen einzugehen.
[128]
 So konnte diese Me-
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thode bereits zur Bindung eines Positron-emittierenden Metalls verwendet werden. Eine der popu-
lärsten Lysin-Markierungsmethoden ist jedoch die reduktive Aminierung.
[129,130]
 Die Umsetzung 
von Lysin mit Aldehyden zum entsprechenden Imin sowie die nachfolgende Reduktion mit Nat-
riumborhydrid oder mit dem milderen Reagenz Natriumcyanoborhydrid erlaubt die chemoselektive 
Modifizierung bei neutralem pH. Das Gleichgewicht dieser Schiff'schen Base-Reaktion ist im wäss-
rigen Medium stark pH-Wert-abhängig. Im Neutralen liegt es meist auf Seiten der Edukte, sodass 
nur eine unzureichende Proteinmarkierung erfolgt. Die in diesem Absatz beschriebenen Reaktionen 
dienen aufgrund fehlender Regioselektivität zur multiplen Lysin-Markierung und finden beispiels-
weise in der PEGylierung zur Erhöhung der Stabilität und für biochemische Protein-
Untersuchungen Anwendung.
[131,132]
 
 
1.2.2 Sequenzspezifische Proteinmarkierungen 
Methoden zur sequenzspezifischen Modifizierung von Proteinen sind aufgrund der kontrollierten 
Umsetzung besonders für die biochemischen Untersuchungen von posttranslationalen Modifikatio-
nen, die Herstellung von Protein-basierten Sensoren und die Generierung von therapeutischen Pro-
 
Abbildung 7: Klassische Methoden zur Modifizierung von Cystein und Lysin: A) Alkylierung mit α-
Halogencarbonylderivaten, B) Addition mit Maleimid als Michael-Akzeptor, C) Amidbildung, D) 6π-Aza-
Elektrozyklisierungsreaktion mit ungesättigten Aldehydester und E) Reduktive Aminierung. 
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teinen wie Antikörper-Wirkstoff-Konjugaten wichtig.
[133,134]
 Zur Sequenzspezifität wird zusätzlich 
zur Chemo- auch eine Regioselektivität benötigt. Basierend auf dem Vorbild der Natur ist dies 
durch Verwendung von kurzen Peptidsequenzen möglich, die durch Feinabstimmung des lokalen 
Sequenzkontexts die Reaktivität der Ziel-Aminosäure positiv beeinflussen.
[135,136]
 Durch den oben 
erwähnten Einbau unnatürlicher Aminosäuren ist zwar eine sequenzspezifische Proteinmarkierun-
gen möglich, jedoch wird sich im Weiteren aufgrund der bereits erwähnten Nachteile auf Methoden 
mit natürliche Aminosäuren fokussiert. 
Mittels Mutation gelang es 2007 der Gruppe um Bertozzi die Aktivität einer Liponsäure-Ligase de-
rart zu verändern, dass diese ein Liponsäure-Alkin-Derivat auf ein Lysin eines artifiziellen, 22 Ami-
nosäure-haltigen Peptids übertrug.
[137]
 Dieses Peptid unterschied sich deutlich von dem natürlichen 
Protein-Substrat der Liponsäure-Ligase, sodass nach Einbau der Peptidsequenz in ein Protein der 
Wahl eine hoch selektive Proteinmarkierung erfolgte. Der Nachteil dieser Methode ist allerdings der 
zeitliche und materielle Aufwand für die entsprechenden Enzymmutationen. 
Eine der ersten chemischen Methoden für eine sequenzspezifische Proteinmarkierung, die heute als 
Pionierarbeit auf diesem Gebiet gilt, wurde 1998 von der Gruppe um Tsien beschrieben (siehe Ab-
bildung 8A).
[138,139]
 Sie zeigten, dass das helikale Tetracysteins-Motiv CCXXCC eine extrem hohe 
Affinität von KD < 100 pM zu einem biarsenischen-Metallkomplex (FlAsH) besitzt. Die Bindung 
induzierte eine deutliche Fluoreszenzverstärkung von FlAsH. Durch Verlängerung des C-Terminus' 
um das Tetracystein-Motiv war die Verfolgung eines Ziel-Proteins im Rahmen von Bioimaging-
Studien in Zellen möglich. Ein Nachteil dieser Methode ist vor allem die Zytotoxizität von 
Arsen.
[139-141]
 
Eine ähnliche Methode beschrieb 2009 die Gruppe um Schepartz, die die Fluoreszenzverstärkung 
bei der Veresterung mancher Mono- und Bisboronsäuren ausnutzten.
[142]
 Sie zeigten, dass das Tetra-
serin-Motiv SSPGSS mit Boronsäuren kondensiert. Bei Verwendung von Rhodaminderivaten der 
Boronsäuren (RhoBo) konnten Affinitäten im nM-Bereich erreicht werden. 
2009 beschrieb die Gruppe um Hamachi die Möglichkeit einer Substrat-dirigierenden Biokonjuga-
tion zur in vivo sequenzspezifischen Proteinmarkierung (siehe Abbildung 8B).
[143]
 Hierfür wurde 
das Substrat des zu untersuchenden Enzyms mit der zu übertragenden Sonde über einen Tosylester 
miteinander verbunden. Bei Enzym-Substrat-Bindung reagierte eine in der Nachbarschaft des akti-
ven Zentrums stehende nukleophile Aminosäure mit dem Tosylester, wodurch die Sonde auf das 
Protein übertragen wurde. 
Eine der kleinsten bisher beschriebenen Peptidsequenzen, die eine regioselektive Proteinmodifizie-
rung steuern, wurde 2016 von der Gruppe um Pentelute beschrieben (siehe Abbildung 8D).
[144]
 Sie 
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Abbildung 8: Übersicht verschiedener Methoden zur sequenzspezifischen Modifizierung von Proteinen 
(orange). A) Das FlAsH-System, welches eine hohe Affinität zu einem Tetracystein-Motiv besitzt. B) Die 
Substrat-vermittelte Modifizierung der Gruppe um Hamachi. C) Eine N-terminale Modifizierung ist mittels 
2-Pyridincarboxyaldehyd möglich. D) Die Gruppe um Pentelute beschrieb 2016 die Verwendung einer vier 
Aminosäuren-haltigen Sequenz, die durch Ausbildung einer -Klammer, eine sequenzspezifische Proteinmar-
kierung ermöglicht. E) Derivate des ursprünglich von F. Hoffmann-La Roche entwickelten His-Tags eignen 
sich neben der Aufreinigung auch zur Modifizierung von Proteinen. 
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zeigten, dass die vier Aminosäure-haltige Sequenz FCPF eine Art π-Klammer ausbildet und somit 
eine sequenzspezifische Biokonjugation von Cystein mit perfluorierten, aromatischen Reagenzien 
unter physiologischen Bedingungen ermöglicht. Dies gelingt durch einen günstigen Übergangszu-
stand, in dem die elektronenreichen Phenylreste von Phenylalanin positive π-π-Wechselwirkungen 
mit einem Pentafluorphenyl-Derivat ausbilden. So wird die Aktivierungsenergie der nukleophilen 
aromatischen Substitution um 3 kcal gesenkt und ermöglicht den Angriff von Cystein unter den 
gegebenen Bedingungen. Der Austausch von Phenylalanin durch andere Aminosäuren resultierte in 
einem kompletten Verlust der Umsetzung. Ein Vorteil der Reaktion ist die einfache Funktionalisie-
rung des Pentafluorphenyl-Derivats, sodass eine Vielzahl von Anwendungen denkbar ist. Des Wei-
teren konnte auch bei Vorhandensein anderer Cysteine ein homogenes Antikörper-Konjugat gene-
riert werden. 
Die kleinste Peptidsequenz für eine regioselektive Proteinmarkierung ist sicherlich die Verwendung 
des N-Terminus. 2015 beschrieb die Gruppe um Francis die Umsetzung von Proteinen mit 
2-Pyridincarboxyaldehyden (siehe Abbildung 8C).
[145]
 Das Amin des N-Terminus reagiert zunächst 
reversibel mit dem Aldehyd zu einem Imin. Der nachfolgende nukleophile Angriff des ersten amidi-
schen Stickstoffs der Proteinsequenz auf das Imin resultiert in der Bildung zweier diastereomerer 
Imidazolidinon-Derivate. Abhängig von der ersten Aminosäure der Proteinsequenz erfolgt die Um-
setzung mit einer Ausbeute > 60%. Zwar ist keine gentechnische Modifizierung des Proteins von 
Nöten, allerdings lassen sich Proteinen mit einer N-terminalen posttranslationalen Modifikation 
nicht markieren. Des Weiteren ist auch eine Anwendung in vivo aufgrund der fehlenden Proteinse-
lektivität nicht möglich. 
 
1.2.3 Reversible und sequenzspezifische Proteinmarkierungen 
Eine zusätzliche Reversibilität der Proteinmarkierung bietet den Vorteil, dass die Markierung zu 
einem bestimmten Zeitpunkt wieder entfernt werden kann. Anwendung findet dies bislang vor al-
lem im Bereich der Proteinaufreinigung. 
Das Strep-Tag-System ist eine populäre Methode zur Aufreinigung sowie zur Detektion von Protei-
nen.
[146,147]
 Der Strep-Tag ist eine acht Aminosäure-haltige Peptidsequenz (WSHPQFEK), welche 
mit hoher Affinität Strep-Tactin, eine Mutante von Streptavidin, bindet und rekombinant N- oder 
C-terminal in das Zielprotein eingebaut werden kann. Proteine, die den Strep-Tag enthalten, können 
mittels Strep-Tactin-Säulen unter physiologischen Bedingungen aufgereinigt werden. 
Eine weitere populäre Aufreinigungsmethode ist das ursprünglich von F. Hoffmann-La Roche ent-
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wickelte His-Tag-System, welches in den letzten Jahren auch als chemische Methode zur Protein-
modifikation verwendet wurde (siehe Abbildung 8E).
[148,149]
 Der His-Tag ist eine meist sechs Histi-
din-haltige Sequenz. Dessen Imidazolgruppen können mit einer Affinität im µM-Bereich einen Che-
latkomplex mit Nickel-nitrilotriacetat (Ni-NTA) ausbilden.
[150]
 Zur Modifikation von Proteinen 
wurden bislang Ni-NTA-Derivate mit Rhodamin- und Cyaninfarbstoffen sowie Fluorescein ver-
wendet.
[151-153]
 Der Nachteil des His-Tag-System ist der Paramagnetismus von Nickel(II), der zum 
Quenching des Fluoreszenzsignals führen kann.
[154]
 Des Weiteren ist Nickel zytotoxisch und somit 
ist eine in vivo Anwendung des His-Tag-System problematisch.
[155]
 
 
Zusammenfassend wurden in den letzten Jahren zahlreiche, teilweise hochselektive Methoden zur 
Proteinmarkierung entwickelt. Die Verwendung unnatürlicher Aminosäuren ermöglicht zwar eine 
hochselektive Markierung, deren Inkorporation in Proteine ist jedoch zeit- und materialaufwendig. 
Im Gegensatz dazu resultiert die Modifikation einer natürlichen Aminosäure aufgrund deren großer 
Abundanz häufig in inhomogene Produktgemische. Der Einbau einer spezifischen Sequenz aus ka-
nonischen Aminosäuren in ein Protein ist aufgrund effektiver Mutationsprotokolle heutzutage Rou-
tine. Dies ermöglicht zwar die selektive Proteinmarkierung, ist jedoch häufig aufgrund der Verwen-
dung von Metallen oder organischen Lösungsmitteln nicht biokompatibel. In Anbetracht der bislang 
problematischen Generierung homogener Antikörper-Wirkstoff-Konjugate ist die Entwicklung 
neuer Methoden zur sequenzspezifischen Proteinmarkierung daher von höchster Priorität.
[156-159]
 
Eine zusätzliche Reversibilität der Modifizierung könnte zu einer lokalen Wirkstofffreisetzung ge-
nutzt werden und somit möglicherweise zu einer erhöhten Effizienz führen.  
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2 Aufgabenstellung 
Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit war die Modifizierung von Biomolekülen im Rahmen von 
zwei unterschiedlichen Themengebieten. Zum einen wurden natürliche Modifikationen von DNA-
Nukleosiden untersucht und zum anderen eine neuartige Markierungsmethode für Proteine entwi-
ckelt. 
Im ersten Teilbereich wurde mit unterschiedlichen Ansätzen versucht, den Metabolismus der epige-
netisch relevanten DNA-Modifikation Methylcytosin aufzuklären. Eine der Expertisen des Arbeits-
kreises Carell ist die Synthese speziell markierter Nukleoside und Oligodesoxynukleotide sowie 
deren massenspektrometrische Quantifizierung nach Metabolisierung im biologischen Kontext (sie-
he Abbildung 9). Diese Tracing-Methode birgt ein vielversprechendes Potential zur endgültigen 
Aufklärung des Methylcytosin-Metabolismus. 
 
Im Fokus dieser Arbeit stand besonders das Nukleosid fdC sowie die Synthese speziell markierter, 
epigenetisch relevanter DNA-Nukleoside für verschiedene Tracing-Methoden. Dabei sollten die 
folgenden Problemstellungen bearbeitet werden: 
 Entwicklung eines verbesserten fdC-Phosphoramidit-Bausteins: Der bis dato verwende-
te fdC-Phosphoramidit-Baustein verursachte eine Reihe von unbekannten Nebenreaktion 
während der DNA-Synthese. Die anschließende sehr aufwändige Reinigung resultierte in 
 
Abbildung 9: Schematischer Ablauf einer Tracing-Methode. 
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minimaler Ausbeute fdC-haltiger DNA. Die Aufgabe war es, die Nebenreaktionen zu analy-
sieren und mit Hilfe der so erhaltenen Informationen einen verbesserten 
fdC-Phosphoramidit-Baustein zu synthetisieren. Dies würde die Herstellung fdC-haltiger 
DNA in hoher Qualität und Ausbeute ermöglichen. 
 Sequenzierung von fdC-Nukleosiden in der DNA: Zu Beginn dieser Arbeit gab es ledig-
lich auf Bisulfit basierende fdC-Sequenzierungsmethoden, die eine Basen-Auflösung er-
möglichten. Da die Bisulfit-Umsetzung sehr ineffizient ist, sollte eine neue, bisulfitfreie Se-
quenzierungstechnik entwickelt werden. 
 Isotopenmarkierte, epigenetisch relevante DNA-Nukleoside: Isotopenmarkierte Nukleo-
side der epigenetisch relevanten Nukleoside wurden für die massenspektrometrische Quanti-
fizierung benötigt. Zusätzlich wurden für biochemische und zellbiologische Untersuchungen 
isotopenmarkierte Phosphoramidit-Bausteine zur anschließenden DNA-Festphasensynthese 
sowie speziell isotopenmarkierte Nukleoside für Verfütterungsexperimente benötigt. Diese 
sollten im Rahmen von Tracing-Studien als Markierung zur Aufklärung der aktiven Deme-
thylierung beitragen. Die Synthesen dieser Verbindungen sollten im Rahmen dieser Arbeit 
angefertigt werden. 
 Fluorierte Analoga der epigenetisch relevante DNA-Nukleoside: Eine 2'-Fluor-
Substitution würde möglicherweise die chemischen Eigenschaften der epigenetisch relevan-
ten Nukleoside bei minimaler sterischer Modifizierung derart verändern, dass eine Basenex-
zisionsreparatur von F-fdC und F-cadC unmöglich ist. Bei Vorhandensein einer Deformylie-
rungs- / Decarboxylierungs-Aktivität sollte daher unnatürliches F-dC entstehen. Die Aufga-
be bestand darin, sämtliche fluorierte Analoga der epigenetisch relevanten Nukleoside sowie 
deren Triphosphate und Phosphoramidit-Bausteine zur Überprüfung dieser Hypothese zu 
synthetisieren, sowie erste biochemische und zellbiologische Experimente zur Aufklärung 
der aktiven Demethylierung durchzuführen. 
 
Im zweiten Themenbereich sollte eine neuartige Proteinmarkierung entwickelt werden (siehe Ab-
bildung 10). Ziel war es hier, die Reaktivität eines Lysins an der Oberfläche des Proteins durch 
rationelle Punktmutation des Sequenzkontexts derart zu beeinflussen, dass es mit einem Aldehyd 
eine thermodynamisch stabile Schiff'sche Base eingeht. Vorteil zu bisherigen Methoden wäre vor 
allem die Reversibilität der Markierung sowie die zu erwartende relativ geringe Sequenzmodifizie-
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rung des Proteins. Als Aldehyd wurde Pyridoxalphosphat (PLP) aufgrund der sehr gut erforschten 
Bindungsaffinität zu Lysinen in Proteinen verwendet. 
 
Zur erfolgreichen Entwicklung einer solchen Proteinmarkierung sollten die folgenden Problemstel-
lungen bearbeitet werden: 
 Identifizierung einer minimalen Peptidsequenz: Mittels kombinatorischer Peptid-
Bibliothek-Synthese sollte eine minimale Peptidsequenz gefunden werden, die hoch-affin 
ein PLP-Derivat bindet. 
 Charakterisierung der Bindung zwischen Peptid und PLP: Die im vorherigen Schritt ge-
fundene Peptidsequenz sollte anschließend mit PLP-Derivaten umgesetzt und die erhaltene 
Bindung ausführlich charakterisiert werden. Dabei sollte die Bindungskonstante ermittelt, 
die Reversibilität überprüft und weitere stabilisierende Faktoren der Bindung analysiert 
werden. Letzteres sollte vor allem durch die Synthese von unterschiedlichen PLP-Derivaten 
realisiert werden. 
 Implementierung der Sequenz in Proteinen: Die umfangreich charakterisierte Peptidse-
quenz sollte daraufhin in ein Protein implementiert und die erfolgreiche Markierung an-
schließend mittels biochemischen und massenspektrometrischen Methoden nachgewiesen 
werden. Weiterhin sollte in ersten Anwendungsbeispielen, z.B. durch Anbringen eines Farb-
stoffes oder Toxins an PLP, die Vorteile dieser reversiblen Proteinmarkierung gezeigt wer-
den. 
  
 
Abbildung 10: Prinzip der reversiblen, sequenzspezifischen Proteinmarkierung. Durch Punktmutationen soll 
eine Lysin-haltige Bindetasche konstruiert werden, die PLP derart bindet, dass das so entstehende Imin ther-
modynamisch stabil ist. 
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3 Entwicklung eines neuartigen fdC-Phosphoramidit Bausteins 
Für die genaue Untersuchung der neuen, epigenetisch relevanten Nukleoside ist es von besonderem 
Interesse, Methoden zur Synthese von hmdC, fdC und cadC-haltiger DNA zu entwickeln. 
Zu Beginn dieser Arbeit war die Verwendung des kommerziell erhältlichen fdC-Phosphoramidit-
Bausteins 4 in der DNA-Synthese sehr problematisch (siehe Abbildung 11). Vermutlich führten 
zahlreiche Nebenreaktionen während der DNA-Synthese und der Entschützung zu einem Produkt-
gemisch, sodass das benötigte Oligodesoxynukleotid (ODN) nur mit großem Zeitaufwand und in 
geringen Mengen isoliert werden konnte. 
Ziel der folgenden Experimente war es zunächst, die unbekannten Nebenreaktionen während der 
DNA-Festphasensynthese zu identifizieren. Mit den so gewonnenen Informationen sollten durch 
den Einsatz einer entsprechenden Schutzgruppenstrategie etwaige Nebenreaktionen unterdrückt 
werden. Weiterhin war die Entwicklung eines marktfähigen Phosphoramidit-Bausteins angedacht, 
welcher nach DNA-Einbau unter industrieller Standard-Bedingung (konz. NH3) entschützt werden 
kann. 
Zunächst wurde ein musterhafter fdC-haltiger DNA-Strang synthetisiert. Nach präziser HPLC-
Auftrennung der Nebenprodukte sowie deren massenspektrometrischer Charakterisierung mittels 
MALDI-TOF konnten verschiedene Nebenreaktionen festgestellt werden. Diese werden im Folgen-
den mit der wahrscheinlich zugrunde liegenden Ursache erläutert (siehe Abbildung 11): 
 DNA-Verzweigung: Die Benzoyl-Schutzgruppe des C4-Amins von fdC wird teilweise wäh-
rend der Festphasensynthese abgespalten. So entsteht ein freies Amin, welches mit einem in 
der DNA-Synthese folgenden Phosphoramidit reagiert und somit zu verzweigten ODN-
Nebenprodukten führen kann. 
 Acrylnitril-Addukte: Während der basischen DNA-Entschützung wird die Cyanoethoxy-
Schutzgruppe des Phosphordiesters als Acrylnitril eliminiert. Die Wasserstoffbrückenbin-
dung zwischen der Formyl-Gruppe und dem C4-Amin erhöht leicht die Basizität des C4-
Amins, welches dann mit Acrylnitril zu den beobachteten Addukten reagieren kann.
[83]
 
 Weitere nicht identifizierbare Addukte: Wahrscheinlich reagieren nukleophile Reagenzien 
während der Festphasensynthese mit dem Michael-System und ergeben dadurch verschiede-
ne Additionsprodukte.
[80]
 
 β- zu α-fdC Anomerisierung: Nach vollständigem DNA-Verdau konnte per UHPLC eine 
Anomerisierung von bis zu 10% α-fdC beobachtet werden. Dies kann nur auf eine kurzzeiti-
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ge Öffnung des Zuckerrings oder auf einen vorübergehenden Bruch der glykosidischen Bin-
dung während der Festphasensynthese zurückzuführen sein. 
 Strangbrüche: Es konnten verkürzte ODNs als Produkte einer Deglykosylierung mit nach-
folgendem Strangbruch detektiert werden. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die Deglykosylie-
rung während der Festphasensynthese, möglicherweise im Detritylierungs-Schritt, stattfindet 
und durch die stark elektronenziehende Eigenschaft der Formylgruppe begünstigt ist.
[160]
 
 
Bei genauer Analyse der Nebenreaktionen konnten zwei funktionelle Gruppen im fdC-
Phosphoramidit als "Auslöser" für Nebenreaktionen identifiziert werden. Zunächst fiel das reaktive 
C4-Amin auf. Durch Verwendung einer deutlich stabileren Amid-Schutzgruppe sollte dieses keine 
Nebenreaktion mehr eingehen können. Des Weiteren destabilisiert das reaktive Michael-System das 
fdC-Phosphoramidit. Dieses könnte durch Verwendung einer Acetal-Schutzgruppe maskiert werden. 
Zusätzlich wird so die elektronenziehende Eigenschaft der Formylgruppe reduziert.  
  
 
Abbildung 11: A) Identifikation der Schwachpunkte des bisherigen fdC-Phosphoramidit-Bausteins 4 sowie 
B) die Optimierung des Bausteins für die effiziente DNA-Festphasensynthese. 
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3.1 Synthese und Optimierung des fdC-Phosphoramidits 
Basierend auf der Analyse der Schwachpunkte des alten fdC-Bausteins wurde ein modifiziertes 
fdC-Phosphoramidit synthetisiert (siehe Schema 2). Hierbei diente 2'-Desoxycytidin (dC) als 
Edukt, welches nach literaturbekannten Vorschriften zum fdC-Derivat 5 umgesetzt wurde.
[161]
 Für 
die Maskierung der Formylgruppe wurden unterschiedliche Schutzgruppen untersucht, wobei sich 
die Verwendung der 1,3-Dioxanyl-Gruppe als am effektivsten herausstellte. Allerdings reagierte die 
Formylgruppe nur nach Aktivierung mit der starken Lewis-Säure TiCl4 mit Propan-1,3-diol in ak-
zeptablen Ausbeuten von 83% zum erwarteten 1,3-Dioxan 6. Die üblichen Bedingungen zur Einfüh-
rung der Acetal-Schutzgruppe wie z.B. Protonen-katalysierte Reaktionen und der Einsatz weniger 
starker Lewis-Säuren wie beispielsweise CeCl3 schlugen fehl. Das C4-Amin wurde nachfolgend mit 
p-Methoxybenzoylchlorid geschützt, da sich die herkömmliche Benzoyl-Schutzgruppe als zu labil 
während der Festphasensynthese herausstellte. Der zusätzliche elektronenschiebende Effekt dieser 
Schutzgruppe stabilisierte das Amid und zusammen mit der Acetalschutzgruppe den elektronenar-
men Heteroaromaten. Die β- zu α-Anomerisierung konnte somit unterdrückt werden. Elektronen-
ziehende Benzoyl-Schutzgruppen, wie p-Chlor- bzw. p-Nitro-benzoylgruppen destabilisierten das 
Amid weiter und führten daher zu keiner Verbesserung. Die nachfolgende Silyl-Entschützung liefer-
te das fdC-Derivat 7, welches mithilfe von Standardprozeduren in das fdC-Phosphoramidit 8 um-
gewandelt wurde.
[162,163]
 
 
Schema 2: Synthese des acetalgeschützten fdC-Phosphoramidit-Bausteins 8. 
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Im Zuge dieser Arbeit wurde diese Syntheseroute erfolgreich im Multigramm-Maßstab (9 g) durch-
geführt.  
3.2 Optimierung der sauren Acetal-Entschützung an der DNA 
Zur Überprüfung der Stabilität der Acetal-Schutzgruppe sowie zur Optimierung der Entschützung 
wurde eine Beispiel-Festphasensynthese durchgeführt (siehe Abbildung 12). Dabei stellte sich he-
raus, dass das Acetal während der Synthese nicht gespalten und somit der Aldehyd stabil maskiert 
wird. Für die nachfolgende saure Entschützung wurde die relativ milde 80%-ige Essigsäure ver-
wendet. Bereits nach drei Stunden bei 25 °C wurde eine vollständige Entschützung festgestellt. Je-
doch konnte bei genauerer Analyse des HPL-Chromatogramms und des MALDI-TOF-Spektrums 
eine säurekatalysierte Spaltung der fdC-glykosidischen Bindung mit nachfolgendem Strangbruch 
detektiert werden. Dies ist nicht verwunderlich, da dies bei niedrigem pH-Wert sogar für das weni-
ger elektronenarme dC literaturbekannt ist.
[164]
 Bei einer Entschützungstemperatur von nur 15 °C 
konnte zwar keine Deglykosylierung, aber nur eine sehr langsame Acetalspaltung festgestellt wer-
den. Bei 20 °C konnte nach sechs Stunden ausschließlich das Produkt ohne jegliche Verunreinigung 
detektiert werden. Die Entschützung muss daher strikt bei etwa 20 °C erfolgen. 
 
 
  
 
Abbildung 12: A) Erfolgte die saure Acetalentschützung (80%-ige wässrige Essigsäure) des ODN1 bei 
25 °C, so kam es in geringen Mengen zur Spaltung der fdC-glykosidischen Bindung. Der nachfolgende 
Strangbruch ergab die Produkte ODN2 und ODN3. B) Reversed-phase HPL-Chromatogramm der sauren 
Entschützung bei 25 °C von ODN1 (0-20% Puffer B in 45 min). C) MALDI-TOF-Spektrum von ODN2 und 
ODN3. 
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3.3 Charakterisierung des neuen fdC-Phosphoramidit-Bausteins 
Zur Überprüfung der Qualität des neuen fdC-Bausteins wurde das Oligonukleotid ODN4 mit fünf 
fdC hergestellt (siehe Abbildung 13A). Für die Festphasensynthese wurden industrielle Standard-
Phosphoramidit-Bedingungen verwendet.
[165,166]
 Lediglich die Kupplungszeit von fdC wurde von 
30 auf 60 Sekunden erhöht. Die Entschützung der Nukleotide sowie die Abspaltung vom Trägerma-
terial erfolgten mit konzentrierter NH3-Lösung (24 h, 25 °C). In einem zweiten Schritt wurde 
ODN4 mit 80%-ige wässriger Essigsäure für 6 h bei 20 °C entschützt, was zur Hydrolyse der Ace-
tal-Schutzgruppe führte. Das Roh-HPL-Chromatogramm für ODN4 ist in Abbildung 13B darges-
tellt. Das einzelne Signal deutet auf eine hohe Qualität des hergestellten DNA-Stranges hin. 
Der Nachweis des fünffachen fdC-Einbau erfolgte per Massenspektrometrie. Die Aufnahme eines 
MALDI-TOF-Spektrums von ODN4 lieferte die korrekte Masse (Abbildung 13C). Weiterhin wur-
de durch J. Steinbacher (AK Carell) die Roh-DNA mittels enzymatischem Verdau in die einzelnen 
Nukleoside zerlegt. Hierfür wurde die Roh-DNA zunächst mit der Nuklease S1 sowie der Antarctic 
Phosphatase inkubiert. Bei der Nuklease S1 handelte es sich um eine vom Aspergillus oryzae 
stammende Endonuklease, die einzelsträngige DNA oder RNA durch Hydrolyse des Phosphodies-
ters in Oligo- bzw. Mononukleotide umwandelt.
[167]
 Die Antarctic Phosphatase hingegen katalysier-
te die 5'-Dephosphorylierung von Oligo- bzw. Mononukleotiden.
[168]
 Zur vollständigen Umsetzung 
zu den einzelnen Nukleosiden erfolgte im zweiten Schritt die Inkubation mit der Snake venom 
Phosphodiesterase I, einer Exonuklease, die vorwiegend 5'-Phosphatester von Oligonukleotiden 
hydrolysiert.
[169]
 Die nachfolgende UHPLC-MS/MS (QQQ)-Analyse (Abbildung 13D) zeigte im 
UV-Chromatogramm nur die Signale der zu erwarteten Nukleoside. Das fdC-Nukleosid wurde an-
hand der Retentionszeit und der charakteristischen MS/MS Fragmentierung (m/z = 256.1 → 140.1) 
identifiziert. Gleichzeitig wurden die Mengen der Basen dC, fdC und dT (Einschub, Abbildung 
13D) mithilfe synthetischer isotopologer Nukleoside als interner Standard bestimmt.
[80]
 Das erhal-
tene Verhältnis von 4:5 für dC:fdC stimmt mit der Sequenz ODN4 überein. Hervorzuheben ist die 
Tatsache, dass dieser Wert bereits mit dem Roh-DNA-Strang vor der HPLC-Reinigung erhalten 
wurde, was die besondere Qualität des neuen fdC-Bausteins demonstriert. Weiterhin wurde weder 
das α-fdC Nukleosid, noch das Reduktions- (hmdC), oder das Oxidationsprodukt (cadC), ausgelöst 
durch die obligatorische Iod-Oxidation während der DNA-Synthese, detektiert. 
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3.4 Synthese eines Oct4-Promotersegments mit allen vier epigenetisch rele-
vanten DNA-Basen 
Mit dem neu verfügbaren fdC-Phosphoramidit-Baustein 8 sollte nun ein Oct4-Promotersegment mit 
allen vier epigenetisch relevanten DNA-Basen synthetisiert werden. Dies sollte zum einen demons-
trieren, dass der neue fdC-Baustein in der DNA-Synthese kompatibel mit anderen modifizierten 
Phosphoramidit-Bausteinen ist, zum anderen sollte die effiziente Kupplung anhand einer langen, 
biologisch relevanten DNA-Sequenz bewiesen werden. 
Als Ziel wurde das Oligonukleotid ODN5 mit der Sequenz des Oct4-Promoters (mus musculus, 
chromosome 17, 35505895-35505943, Abbildung 14A) gewählt. Die Cytidine in den vier CpG- 
Einheiten wurden durch die epigenetisch relevanten Nukleoside mdC, hmdC, fdC und cadC ersetzt. 
Hierfür wurden die entsprechenden Phosphoramidite verwendet (siehe Abbildung 14B).
[83,161]
 Auf-
grund der Carbamatgruppe im hmdC-Baustein sowie der Estergruppe im cadC-Baustein wurde im 
ersten Entschützungsschritt eine NaOH- (0.4 M in Methanol/Wasser 4:1) anstatt einer konzentrier-
ten NH3-Lösung verwendet. Hierdurch kann die Bildung von Aminomethyl- und Amidgruppen 
vermieden werden.
[83,161]
 Nach Präzipitation in Ethanol und saurer Entschützung konnte das ODN5-
Rohprodukt als deutlich sichtbares Hauptprodukt erhalten werden (Abbildung 14C). Die HPLC-
Aufreinigung lieferte reines ODN5 in 31% Ausbeute. Für ein 49mer mit vier modifizierten Nukleo-
siden ist dies eine exzellente Ausbeute. Nach vollständigem Verdau und UHPLC-MS/MS-Analyse 
durch J. Steinbacher konnte die Anwesenheit aller vier epigenetisch relevanten DNA-Basen gezeigt 
 
Abbildung 13: A) Sequenz des synthetisierten ODN4 mit fünfachem Einbau von fdC durch den Phospho-
ramidit-Baustein 8. B) Reversed-phase HPL Chromatogramm des ODN4-Rohprodukts direkt nach basischer 
und saurer Entschützung (0-40% Puffer B in 45 min). C) MALDI-TOF-Spektrum des vollständig entschütz-
ten rohen ODN4. E) UHPL-Chromatogramm und Quantifizierungsdaten des verdauten ODN4 zeigen das 
richtige Verhältnis des fdC-Einbaus sowie keinerlei Oxidations- und Reduktionsprodukte. 
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werden. Isotopenbasierte Quantifizierung bestätigte die richtige Zusammensetzung. In völliger 
Übereinstimmung mit der Sequenz wurden relativ zu dC die Werte 1.2:1.2:0.9:1.0:15.0 erhalten 
(Abbildung 14B/E). 
Aufgrund der optimalen Kupplungseigenschaften ist dieser fdC-Phosphoramidit-Baustein mittler-
weile kommerziell erhältlich und wird durch die auf Phosphoramidite spezialisierte Firma GlenRe-
search weltweit vermarktet. 
 
Im Verlaufe dieser Arbeit wurde das fdC-Phosphoramidit in über 50 verschiedene ODN eingebaut. 
Dabei fiel auf, dass die Syntheseeffizienz von fdC-haltigen ODN stark abhängig davon ist, ob von 
diesen Sequenzen eine biologische, fdC-abhängige Funktion zu erwarten ist. In solchen Fällen war 
häufig eine sehr niedrige Syntheseeffizienz zu beobachten. Die Gründe hierfür sind nach wie vor 
 
Abbildung 14: A) Sequenz eines Oct4-Promotersegments, in welchem Desoxycytidine in einem CpG-
Kontext mit den epigenetisch relevanten Nukleosiden mdC, hmdC, fdC, cadC substituiert wurden. B) Struk-
turformeln der verwendeten Phosphoramidite. C) Reversed-phase HPL Chromatogramm des rohem und 
gereinigten (Einschub) ODN5 nach vollständiger Entschützung (0-40% Puffer B in 45 min). D) MALDI-
TOF-Spektrum des gereinigten ODN5. (E) UHPL Chromatogramm und Quantifizierungsdaten des zu Nuk-
leosiden verdauten ODN5. 
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unbekannt. Möglicherweise wird die Effizienz durch die sich bildende Sekundärstruktur der DNA 
bereits während der Synthese oder durch sequenzabhängige, elektronische Effekte beeinflusst. Bis-
lang wurde hierzu lediglich eine mögliche Bildung einer fdC-spezifischen DNA-Sekundärstruktur 
bei hohem (fdCpG)-Gehalt von Raiber et al. beschrieben.
[170]
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4 Entwicklung einer bisulfitfreien fdC-Sequenzierung-Methode 
Die exakte Lokalisierung von fdC in genomischer DNA ist zur Aufklärung der biologischen Funkti-
on von fdC von größter Bedeutung. Zu Beginn dieser Arbeit waren lediglich verschiedene Bisulfit-
abhängige Methoden zur genomischen fdC-Sequenzierung bekannt.
[85-89]
 Diese Methoden führten 
allerdings zu einer erheblichen Zerstörung genomischer DNA (> 95%), da Bisulfit mit dC zu einem 
Addukt reagiert, welches spontan depyrimidiert.
[90,92,93]
 Die so entstandenen abasischen Stellen re-
sultieren in der nachfolgenden, obligatorischen NaOH-Behandlung in DNA-Strangbrüchen.
[94]
 Da-
her kann nur ein Bruchteil der eingesetzten Menge tatsächlich für die Sequenzierung verwendet 
werden, was aufgrund der geringen Abundanz von fdC sehr problematisch ist. Bisulfit-abhängige 
Methoden sind in Anbetracht der geringen Anzahl an fdC im Genom daher sehr ineffizient.  
Ziel der folgenden Experimente war eine chemische Modifizierung von fdC in der Art, dass das 
resultierende fdC-Derivat in Standard-Sequenzierungsmethoden als dT gelesen wird. Da fdC nor-
malerweise wie dC kodiert, könnte bei Vergleich der Sequenzierungsdaten mit und ohne chemischer 
fdC-Modifizierung die fdC-Positionen im Genom bestimmt werden. 
Die Herausforderung lag in der Entwicklung einer quantitativen Reaktion in wässrigem Medium. 
Da die Aldehyd-Funktionalität ein Alleinstellungsmerkmal von fdC im Vergleich zu anderen DNA-
Basen ist, sollte diese für die chemische Modifizierung von fdC verwendet werden. Die Idee war, 
dass der Aldehyd derartig funktionalisiert werden könnte, dass eine nachfolgende intramolekulare 
Ringschlussreaktion in einem bizyklischen fdC-Derivat resultieren würde. Dieses würde in Stan-
dard-Sequenzierungsmethoden vermutlich wie dT kodieren (siehe Schema 3).
[171-174]
 
 
 
Schema 3: Konzept zur Entwicklung einer Sequenzierungsmethode von fdC-haltiger DNA ODN6. Die ge-
zielte Aldehydmodifizierung mit nachfolgender Ringschlussreaktion würde im bizyklischen fdC-Derivat 
ODN8 resultieren. Aufgrund elektronischer Aspekte sollte ODN8 in Standard-Sequenzierungmethoden als 
dT kodieren. 
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In ersten Experimenten wurden zunächst zahlreiche Reaktionen zur Aldehyd-Modifizierung in Was-
ser erprobt. Hierbei konnte zwar festgestellt werden, dass eine Indium-basierte Grignard-
Allylierung, eine Horner-Wadsworth-Emmons-Olefinierung und eine Schiff'sche Base Reaktion mit 
Lysin und der Lewis-Säure Sc(OTf)3 prinzipiell möglich sind. Allerdings waren die Ausbeuten de-
rart gering (<5%), dass diese Modifizierungen für die Sequenzierung nicht geeignet waren. Eine 
Mukaiyama-Aldoladdition fand unter den verwendeten Bedingungen nicht statt. Einzig die 
Schiff'sche Base Reaktion mit auf dem α-Effekt basierenden, sehr nukleophilen Hydrazin zeigte 
nahezu quantitative Umsetzung zum entsprechenden Hydrazon. Wie bereits im vorherigen Kapitel 
(3.1, S. 24), konnte auch hier die besonders geringe Reaktivität der Aldehyd-Funktionalität in fdC 
beobachtet werden. 
Die Schiff'sche Base Reaktion mit Hydrazin verlief auch auf einem 13 bp lange, fdC-haltigen ODN 
quantitativ, was massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF verfolgt werden konnte (siehe Abbil-
dung 15A). 
 
 
Abbildung 15: A) Nach Umsetzung von fdC-haltiger DNA ODN6 mit Hydrazin und nachfolgender intramo-
lekularer Ringschlussreaktion mit Natriumbisulfit wird Pyrazolo[3,4-d]cytidin-haltige DNA erhalten. B) 
MALDI-TOF-Spektrum nach Umsetzung mit Bisulfit, aber vor der Desulfonierung. C) Die Primer-
Extension-Studie mit der DNA-Polymerase BstPolI zeigt, dass Pyrazolo[3,4-d]-dC zumindest teilweise als 
dT kodiert. 
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Der Ringschluss zum Pyrazolo[3,4-d]-dC in einem DNA-Fragment konnte in ersten Versuchen nur 
durch Verwendung von Natriumbisulfit ermöglicht werden. Hierbei wird zunächst durch C6-
Sulfonierung die C5-C6-Bindung gesättigt, sodass im nachfolgenden Schritt die ringschließende 
Desaminierung eintritt. Die abschließende Desulfonierung wurde durch pH-Wert-Erhöhung auf 
pH = 13 erreicht. Die Ringschlussreaktion mit den nukleophilen Reagenzien β-Mercaptoethanol 
und einem 1:1-Gemisch aus Cystein/Imidazol ergab keinen Umsatz. Es scheint, dass ausschließlich 
Bisulfit nukleophil genug ist, um an der C6-Position quantitativ zu binden. Die geplante Modifizie-
rungsreaktion sollte zwar ohne Natriumbisulfit auskommen, allerdings konnte so vorab in 
Proof-of-principle-Studien getestet werden, ob Pyrazolo[3,4-d]-dC wie dT kodiert. HPLC- und 
massenspektrometrische Analysen deuteten auf einen Reaktionsumsatz von ca. 60-70% hin (siehe 
Abbildung 15B). 
Im weiteren Verlauf wurden erste Primer-Extension-Studien zur Untersuchung des Kodierungsver-
haltens von Pyrazolo[3,4-d]-dC mit einem 27 bp lange, fdC-haltigen DNA-Fragment durchgeführt. 
Dieses wurde mit Hydrazin und Natriumbisulfit umgesetzt, mit einem Fluoreszein-markierten Pri-
mer hybridisiert und anschließend mit dATP, dGTP oder einem Triphosphatgemisch aller kanoni-
scher Nukleoside sowie mit verschiedenen Polymerasen inkubiert. Bemerkenswerterweise konnte 
für verschiedene Polymerasen, wie z.B. BstPolI, ein +1-Einbau von dA festgestellt werden (siehe 
Abbildung 15C). Zusätzlich konnte auch eine Inkorporation von dG beobachtet werden. Dies ist 
sicherlich durch den nur 60-70%igen Reaktionsumsatz der Ringschlussreaktion bedingt. Zudem 
besteht die Möglichkeit das Pyrazolo[3,4-d]-dC aufgrund eines tautomeren Gleichgewichts teilwei-
se wie dC kodieren kann. Dies wurde allerdings nicht weiter untersucht. 
Zusammenfassend konnte in einer vielversprechenden Proof-of-principle-Studie fdC derart modifi-
ziert werden, dass es zumindest teilweise als dT kodiert. 
Kurze Zeit später publizierte die Gruppe um He die erste bisulfitfreie, genomische fdC- Sequenzie-
rung mit Basenauflösung in Nature Methods.
[175]
 Die erfolgreiche dC-zu-dT-Kodierung von fdC 
wurde auch hier durch eine intramolekulare Ringschlussreaktion verwirklicht. Ähnlich der Fried-
länder-Chinolin-Synthese, setzten die Autoren 1,3-Indandion mit fdC-haltiger DNA um und erhiel-
ten einen nahezu quantitativen Reaktionsumsatz. Das so erhaltene fdC-Derivat kodierte zwar sehr 
langsam, dafür ausschließlich wie dT (siehe Schema 4). Zusätzlich funktionalisierten die Autoren 
1,3-Indandion mit einem Azid, was die nachträgliche Anreicherung von fdC mittels Click-Chemie 
und somit die hohe Empfindlichkeit ermöglichte. 
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Aufgrund dieser beeindruckend simplen Methode der He-Gruppe wurden keine weiteren Experi-
mente zur eigenen bisulfitfreien fdC-Sequenzierung durchgeführt.  
  
 
Schema 4: Prinzip der bisulfitfreien fdC-Sequenzierung von He. Die erfolgreiche dC-zu-dT-Kodierung von 
fdC wurde mit 1,3-Indandion in einer Friedländer-Chinolin-artigen intramolekulare Ringschlussreaktion 
verwirklicht. Die zusätzliche Azid-Funktionalisierung ermöglicht die nachträgliche Anreicherung von fdC 
mittels Click-Chemie und somit eine hohe Sequenzierungsauflösung.
[174] 
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5 Isotopenmarkierte Desoxycytidin-Derivate für den Nachweis 
aktiver Demethylierung 
Die massenspektrometrische Quantifizierung von Nukleosiden erfolgt durch Verwendung der ent-
sprechenden isotopenmarkierten Derivate (Isotopologe). Diese unterscheiden sich lediglich in der 
Molekülmasse. Um eine Überlappung mit den Signalen der natürlichen Nukleoside unter der gege-
benen Auflösung zu vermeiden, muss die Differenz zwischen dem Isotopolog und des zu quantifi-
zierenden Nukleosids mindestens 2 amu betragen. 
Ferner werden isotopenmarkierte Nukleoside für sogenannte Isotope-Tracing-Studien verwendet. 
Die Isotope-Tracing-Methode erlaubt die gezielte Untersuchung des Stoffwechsels einer Verbin-
dung. Üblicherweise wird hierzu zunächst die Verbindung mit einer zusätzlichen Isotopenmarkie-
rung an Zellen verfüttert, welche im Idealfall aufgenommen und verstoffwechselt wird. Da die Me-
taboliten dieser Verbindung auch isotopenmarkiert sind, erlaubt dies eine Verfolgung des Stoff-
wechsels der Verbindung in der Zelle. 
Im Zuge dieser Arbeit sollten die isotopenmarkierten Nukleoside D3-
15
N2-mdC und 
15
N2-dC für die 
massenspektrometrische Quantifizierung synthetisiert werden. Zusätzlich wurden die isotopenmar-
kierten Phosphoramidit-Bausteine von 
15
N2-mdC, 
15
N2-fdC und 
15
N2-cadC zur Synthese isotopen-
markierter ODN benötigt. Die Nukleoside und ODN sollten anschließend in Isotope-Tracing-
Studien zur Aufklärung des mdC-Stoffwechsels eingesetzt werden. Weiterhin wurde das D2-
15
N2-
dC, das jeweils ein Deuterium-Isotop an C5- und C6-Position trägt, synthetisiert. Auf die Vorteile 
der zusätzlichen C5-, C6-Markierung sowie auf die Synthese des Nukleosids D2-
15
N2-dC wird in 
einem gesonderten Kapitel eingegangen (Kapitel 5.2, S. 39). 
Schema 5 stellt den generellen retrosynthetischen Ansatz zur Synthese isotopenmarkierter Nukleo-
side 16 und Phosphoramidite 17 dar. Beide Verbindungsklassen basieren auf einem gemeinsamen 
Vorläufer, dem C5-modifizierten dC-Derivat 18. Eine Toluoyl-Entschützung würde in Nukleosid 16, 
das Anbringen von Phosphoramidit spezifischen Schutzgruppen würde in Phosphoramidit 17 resul-
tieren. Das C5-modifizierte dC-Derivat 18 kann retrosynthetisch auf die isotopenmarkierte Nukleo-
base 
15
N2-Uracil 19 und Hoffer's Chlorzucker 20 zurückgeführt werden. In einer Vorbrüggen-
artigen Glykosylierung können 
15
N2-Uracil 19 und Hoffer's Chlorzucker 20 zu 
15
N2-dU umgesetzt 
werden. Die anschließende C5-Iodierung und C4-Aminierung, gefolgt von einer C5-
Modifizierungreaktion, liefert das C5-modifizierte dC-Derivat 18.
[78]
 Spezifische C5-
Modifizierungsreaktionen zu unterschiedlichen Nukleosiden werden in der Synthesestrategie zu 
F-Nukleosiden erläutert (siehe Schema 11, S. 48). Das 
15
N2-Uracil 19 kann hierzu in einer literatur-
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bekannten Zyklisierungsreaktion aus isotopenmarkierten 
15
N2-Harnstoff und Propiolsäure herges-
tellt werden.
[176]
 
  
5.1 Synthese isotopenmarkierter Phosphoramidite und Nukleoside 
Im Folgenden wird die Synthese der isotopenmarkierten Nukleoside und Phosphoramidite sowie 
deren Einbau in die DNA beschrieben. 
5.1.1 D3-15N2-mdC und 15N2-dC 
Im Rahmen von Untersuchungen zum Mechanismus der TET-Enzym-vermittelten Oxidation von 
mdC-haltiger DNA sollte in in vitro Experimenten ein 
15
N2-mdC-haltiges ODN mit TET-Enzym 
umgesetzt werden. Für die massenspektrometrische Quantifizierung des 
15
N2-mdC wurde ein Isoto-
polog mit einer Massendifferenz von mindestens 2 u zu 
15
N2-mdC benötigt. Als Quelle für die Ein-
führung der zusätzlichen Isotopenmarkierung diente das CD3-Grignard-Reagenz, welches mit 
15
N2-
IdC 23 umgesetzt wurde. Mittels NMR-spektrometrischer Analyse konnte das Verhältnis von dC-
Derivat zu mdC-Derivat im Rohprodukt zu 3:2 bestimmt werden. Da eine säulenchromatografische 
 
Schema 5: Retrosynthetischer Ansatz zur Synthese 
15
N2-isotopenmarkierter dC-Derivate. 
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Auftrennung beider Produkte aufgrund der gleichen Retention nicht möglich war, wurde das Roh-
produkt direkt verseift. Nach HPLC-Aufreinigung konnte das D3-
15
N2-mdC (24) mit einer Ausbeute 
von 3% isoliert werden (siehe Schema 6). 
15
N2-dC (25) wurde zu 10% erhalten und wurde für mas-
senspektrometrische Quantifizierungen von dC verwendet.  
 
5.1.2 15N2-mdC-Phosphoramidit 
Ausgangsmaterial für die erstmalige, literaturunbekannte Synthese von 
15
N2-mdC-Phosphoramidit 
war 
15
N2-IdC 23 (siehe Schema 7). Die Methylierung mit dem Methylgrignard-Reagenz verlief mit 
einer Ausbeute von 38%. Dabei konnten 42% an dehalogeniertem dC reisoliert werden. Die beiden 
 
Schema 6: Synthese des isotopenmarkierten D3-
15
N2-mdC (24) und 
15
N2-dC (25). 
 
Schema 7: Synthese des isotopenmarkierten 
15
N2-mdC-Phosphoramidit-Bausteins 28. 
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Produkte konnten aufgrund des gleichen Retentionsfaktors erst in der nachfolgenden Stufe säu-
lenchromatografisch getrennt werden. Auf eine vorherige Umschützung von Toluoyl- auf Silyl-
Schutzgruppen wurde aufgrund des zu erwarteten Ausbeuteverlusts verzichtet. Die nachfolgende 
C4-Amin-Schützung gelang mit akzeptabler Ausbeute von 66%. Die selektive Toluoyl-
Entschützung in Gegenwart der Amid-Schutzgruppe wurde mit NaOH in EtOH/Pyridin erreicht. 
Die folgende Umsetzung mit DMT-Cl und Bannwarth-Reagenz verlief mit einer Ausbeuten von 
96%. 
Der Einbau von Phosphoramidit 28 in unterschiedliche ODN verlief mit sehr guten Ausbeuten. Un-
ter anderem verwendeten T. Pfaffeneder und E. Parsa (AK Carell) die 
15
N2-mdC-haltige ODN im 
Rahmen von Untersuchungen zum TET-Enzym.
[177]
 
5.1.3 15N2-fdC-Phosphoramidit 
Aufgrund der gelungenen Entwicklung eines neuen fdC-Phosphoramidits mit sehr guten Kupplung-
seffizienzen (siehe Kapitel 3.1, S. 24) sollte basierend auf dessen Synthese das 
15
N2-isotopen-
markierte fdC-Phosphoramidit synthetisiert werden. Ausgangsmaterial war das von 
B. Steigenberger (AK Carell) zur Verfügung gestellte fdC-Derivat 29 (siehe Schema 8). Die Acetal- 
und Benzoylschützung verlief mit 55% bzw. 67% Ausbeute akzeptabel. Die Benzoylgruppe wurde 
verwendet, da zum Zeitpunkt der Synthese kein p-Methoxybenzoylchlorid vorrätig war, aber das 
 
Schema 8: Synthese des isotopenmarkierten 
15
N2-fdC-Phosphoramidit-Bausteins 30. 
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Phosphoramidit dringend benötigt wurde. Die nachfolgende Silyl-Entschützung, DMT-Schützung 
und Umsetzung zum Phosphoramidit 30 verlief mit guten Ausbeuten (61% über drei Stufen). 
Der nachfolgende Einbau des Phosphoramidits 30 in unterschiedliche ODN verlief mit sehr guten 
Ausbeuten. Die 
15
N2-fdC-haltigen ODN wurde von C. Brandmayr (AK Carell) für verschiedene in 
vitro Demethylierungsstudien und von T. Pfaffeneder und E. Parsa (AK Carell) im Rahmen von 
Untersuchungen zum TET-Enzym verwendet. 
 
5.1.4 15N2-cadC-Phosphoramidit 
Weiterhin wurde für Untersuchungen des TET-Enzyms das isotopenmarkierte 
15
N2-cadC-
Phosphoramidit benötigt. Die Umsetzung des DMT-geschützten Vorläufers 33 mit dem Phosphora-
midit-Reagenz nach der Vorschrift von Schiesser et al. verlief quantitativ (siehe Schema 9).
[78]
 Der 
nachfolgende Einbau von 34 in verschiedene ODN erfolgte mit guten Ausbeuten.  
 
  
 
Schema 9: Synthese des isotopenmarkierten 
15
N2-cadC-Phosphoramidit-Bausteins 34 ausgehend der DMT-
Vorstufe 33.  
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5.2 D2, 15N2-dC als ideales Molekül zum Nachweis aktiver Demethylierung 
5.2.1 Entwicklung einer Isotope-Tracing-Methode 
Der Nachweis eines C-C-Bindungsbruchs an C5-Position im Rahmen einer aktiven Demethylierung 
birgt zwei große Herausforderungen. Zum einen stellt das Produkt (dC) gleichzeitig das Edukt des 
mdC-Stoffwechsels dar, sodass die Detektion von neugebildetem dC mittels C-C-Bindungsbruch 
unmöglich ist. Zusätzlich ist dC eines der vier kanonischen Nukleoside und die zu erwartenden ge-
ringen Veränderungen im dC-Gehalt aufgrund der aktiven Demethylierung sind daher auf konven-
tionelle Art und Weise kaum detektierbar. Zum anderen waren in vitro-Experimente mit fdC- und 
cadC-haltigen ODN nicht erfolgsversprechend. Zahlreiche Versuche mit Zellkernextrakten oder 
Enzymen konnten aufgrund der künstlichen Umgebung lediglich Indizien, jedoch nie einen Nach-
weis für eine aktive Demethylierung zeigen.
[77-80]
 
Im Zuge dieser Herausforderungen wurde ein neuartiges Isotope-Tracing-Experiment entwickelt 
(siehe Abbildung 16). Durch Verfütterung von synthetisch hergestelltem, isotopenreinen D2,
15
N2-
dC ([M+4]), welches neben zweifacher 
15
N-Markierung auch eine Deuterierung an C5- und C6-
Position aufweist, kann dieses zellulär aufgenommen, in die genomische DNA eingebaut und im 
epigenetischen mdC-Stoffwechsel metabolisiert werden. Die [M+4]-Isotopenmarkierung wird zur 
Vermeidung einer Überlappung der Signale mit natürlich vorkommenden dC-Isotopologen benötigt. 
Sofern in Kontrollexperimenten ein unspezifischer Verlust der Deuterierung ausgeschlossen werden 
kann, wäre ein potentieller C5-D/H-Austausch in genomischer DNA nur über Methylierung von 
D2,
15
N2-dC ([M+4]), dessen Oxidation und nachfolgender C-C-Bindungsbruchreaktion zu D,
15
N2-
dC ([M+3]) möglich.
[178-180]
 Mittels massenspektrometrischer Quantifizierung der [M+3] und 
[M+4]-Isotopologen könnte eine potentielle C-C-Bindungsbruchreaktion in genomischer DNA im 
Spurenbereich verfolgt werden.  
Mit diesem Ansatz könnten verschiedene Zellarten in verschiedenen Differenzierungszuständen auf 
das Vorkommen eines potentiellen D/H-Austausch untersucht werden. Entscheidend für dieses Iso-
tope-Tracing-Experiment ist jedoch eine hohe synthetische Isotopenanreicherung der Ausgangsver-
bindung D2,
15
N2-dC ([M+4]). 
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5.2.2 Synthese von D2,15N2-dC 
Für das zuvor erläuterte Isotope-Tracing-Experiment wurde zur Verfütterung isotopenreines 
D2,
15
N2-dC benötigt. Der Gehalt des D1-Isotopologs in D2,
15
N2-dC muss minimal sein, da eine Kon-
tamination mit Wasserstoff 
1
H zu einem vergrößerten Hintergrundsignal und somit zu einer er-
schwerten Quantifizierung führt. Basierend auf erfolgsversprechenden Literaturvorschriften wurde 
zunächst ein H/D-Austausch direkt an 
15
N-markiertem Desoxycytidin (
15
N2-dC) erprobt.
[181-183]
 Al-
lerdings konnte weder unter Verwendung des Katalysators PtO2 und D2 noch mit Pd/C und D2 eine 
vollständige Deuterierung der C5- und C6-Position erreicht werden. In der massenspektrometri-
schen Analyse konnte bei fortdauernder Reaktionszeit neben einer Erhöhung der Deuterierung 
(max. 90% [M+4], mind. 8% [M+3]) auch die Desaminierung sowie eine Hydrolyse der glykosidi-
schen Bindung und somit die Zersetzung des Edukts detektiert werden. Ein nahezu quantitativer 
H/D-Austausch direkt an 
15
N2-dC war durch die Verwendung dieser Vorschrift daher nicht erfolg-
reich. 
Eine quantitative Einführung der Isotopenmarkierung ist daher nur durch einen synthetischen Auf-
 
Abbildung 16: Entwicklung eines neuartigen Isotope-Tracing-Experiments. Findet nach Verfütterung, Ein-
bau und DNA-Metabolisierung des dC-Isotopologen D2,
15
N2-dC ein D/H-Austausch an C5-Position statt, 
kann auf eine C-C-Bindungsbruchreaktion im Rahmen einer aktiven Demethylierung geschlossen werden.  
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bau des Nukleosids möglich. Dazu wurde der retrosynthetische Ansatz zur Synthese 
15
N2-markierter 
Nukleoside aus Schema 5 übernommen und entsprechend modifiziert. C5- und C6-Position von dC 
stammen retrosynthetisch aus der Propiolsäure. Eine Deuterierung der C3-Position der Propiolsäure 
sowie eine nachfolgende Zyklisierung mit Harnstoff unter D
+
-Bedingungen sollte in einer nahezu 
isotopenreinen Verbindung resultieren. 
 
Die Synthese von D2,
15
N2-dC (38) ist in Schema 10 dargestellt. Propiolsäure (21) wurde zur C3-
Deuterierung mit Na2CO3 als Base in D2O gelöst.
[184]
 Anschließend wurde das Lösungsmittel ent-
fernt, was das H/D-Verhältnis aufgrund der höheren Siedetemperatur von D2O (101.4 °C) im Ver-
gleich zu H2O (100 °C) positiv beeinflusst. Mittels NMR-Analyse konnte eine C3-Deuterierung von 
bereits 96% festgestellt werden. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Prozedur sowie nachfol-
gender Destillation des Rohprodukts konnte die laut NMR- und EI-Analyse vollständig deuterierte 
Propiolsäure 35 erhalten werden. Die anschließende Zyklisierungsreaktion mit 
15
N2-markiertem 
Harnstoff in D2SO4 ergab ein Gemisch aus D1,
15
N2- und D2,
15
N2-Uracil.
[176]
 Hierbei war die C5-
Position noch nicht vollständig deuteriert. Das Gemisch wurde im weiteren Verlauf mit konz. DCl 
in D2O umgesetzt, sodass D2,
15
N2-Uracil (36) in 47% Ausbeute über zwei Stufen erhalten wurde. 
Die NMR-Analyse zeigte ein kaum zu detektierendes Signal im Bereich des H-C5 und kein Signal 
im Bereich des H-C6. 
Die Vorbrüggen-artige Glykosylierung erfolgte mit Hoffer's Chlorzucker. Die nachfolgende Aminie-
rungs- und gleichzeitige Entschützungsreaktion ergab D2,
15
N2-dC 37 in 59% Ausbeute über vier 
 
Schema 10: Synthese von D2,
15
N2-dC (38). 
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Stufen. Die NMR- sowie massenspektrometrische Analyse durch J. Steinbacher ergab, dass das 
Isotopologen-Verhältnis von D2- zu D1-Isotoplog > 96% betrug und dass der D-Einbau lediglich an 
der C5-Position noch nicht vollständig war. 
Die nahezu quantitative Deuterierung an Position C5 wurde in Zusammenarbeit mit R. Rahimoff 
mittels C5-Iodierung und nachfolgender reduktiver Deuterierung mit Pd/C und D2 erreicht.
[185,186]
 
D2,
15
N2-dC (38) wurde dabei in 42% Ausbeute über zwei Stufen erhalten. Das D2/D1-Verhältnis in 
38 konnte massenspektrometrisch zu 99.7% bestimmt werden. Das Verhältnis der Isotopologen 
[M+4]/[M+3] betrug 96.6% und war durch die nicht perfekte Isotopenreinheit des 
15
N2-Harnstoffs 
hervorgerufen (siehe Abbildung 17).  
 
Zusammenfassend wurde die Synthese des isotopenmarkierten D2,
15
N2-dC (38) in neun Stufen in 
guten Ausbeuten realisiert und konnte im weiteren Verlauf für zellbiologische Untersuchungen ein-
gesetzt werden. 
5.2.3 Zellbiologische Untersuchungen mit D2,15N2-dC 
Im Rahmen von Isotope-Tracing-Experimenten werden u. a. isotopenmarkierte Nukleoside verfüt-
tert, sodass diese nach zellulärer Aufnahme und DNA-Einbau metabolisiert werden. Können nach 
Isolation der genomischen DNA sowie massenspektrometrischer Analyse unterschiedliche isoto-
penmarkierte Nukleoside detektiert werden, so ist ein Rückschluss auf den Stoffwechselweg des 
verfütterten Nukleosids möglich. Wird das dC-Isotopolog D2,
15
N2-dC ([M+4]-dC, 38) verfüttert, so 
 
Abbildung 17: LC-HRMS-Analyse der Isotopenzusammensetzung von D2,
15
N2-dC (38). Der Hauptbestand-
teil ist klar erkennbar D2,
15
N2-dC [M+4]. In der Vergrößerung sind die kaum detektierbaren Signale der 
[M+3]-Isotopologe gezeigt. 
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wäre die Detektion von D1,
15
N2-dC ein Nachweis einer C-C-Bindungsbruchreaktion zur aktiven 
Demethylierung von mdC (siehe Abbildung 16). Das Auflösungslimit der Quantifizierung mittels 
UHPLC-MS/MS (QQQ) liegt bei ~1 amu. Aus diesem Grund konnte in den Verfütterungsexperi-
menten nicht zwischen den einzelnen [M+3]-Isotopologen D1,
15
N2-dC und D2,
15
N1-dC unterschie-
den werden und wurden daher als [M+3]-dC-Signal zusammengefasst. Mittels der in Abbildung 17 
dargestellten Analyse der Isotopenzusammensetzung von D2,
15
N2-dC (38) konnte eine [M+3]-dC-
Verunreinigung von ~3.4% detektiert werden. Dies führte in den Verfütterungsexperimenten zu ei-
nem erhöhten [M+3]-dC-Hintergrundsignal. 
Das synthetisierte Nukleosid 38 wurde in unterschiedlichen Experimenten von F. Spada verfüttert 
und durch J. Steinbacher enzymatisch verdaut. Die anschließende massenspektrometrische Analyse 
wurde von J. Steinbacher und R. Rahimoff (AK Carell) durchgeführt. 
So wurde unter anderem D2,
15
N2-dC (38) an mES-Zellen mit bzw. ohne TDG-Enzym (TDG
+/−
 bzw. 
TDG
−/−
) verfüttert. Um eine möglichst hohe Rate an Metaboliten des mdC-Stoffwechselkreislaufs 
inklusive aktiver Demethylierung zu erlangen, wurden die mES-Zellen mehrere Tage mit 38 gefüt-
tert, an Tag 0 differenziert und deren genomische DNA an Tag 3 isoliert (siehe Abbildung 18). 
 
Bei Vergleich der [M+4]-Level von TDG
+/−
-mES-Zellen vor Differenzierung (Tag 0) mit TDG
+/−
-
Zellen an Tag 3 konnte der erfolgreiche Einbau des Nukleosids D2,
15
N2-dC festgestellt werden (sie-
he Abbildung 18A). Weiterhin konnte ein leichter Anstieg der Einbaumenge (ca. 8%) in ausdif-
ferenzierten Zellen detektiert werden. Die weiteren Intermediate im mdC-Stoffwechsel konnten 
ebenfalls detektiert werden. Die Verhältnisse der Level der [M+3]-Isotopologe von mdC, hmdC, 
fdC und cadC zu [M+4]-dC stimmten mit denen der literaturbekannten Level überein.
[62,64]
 Zusätz-
lich konnte zu beiden Zeitpunkten auch [M+3]-dC detektiert werden. Allerdings konnten die quanti-
 
Abbildung 18: Ergebnisse der Verfütterung von D2,
15
N2-dC (38) an mES-Zellen mit (A) bzw. ohne TDG-
Enzym (B). Erstmals konnte in vivo aufgrund der Detektion von 9% neu gebildeten D1,
15
N2-dC (rechts) eine 
vermutliche C-C-Bindungsbruchreaktion als aktive Demethylierung gezeigt werden. 
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fizierten [M+3]-dC-Level vollständig auf die [M+3]-dC-Verunreinigung im verfütterten D2,
15
N2-dC 
zurückgeführt werden. Infolgedessen wurde auch hier ein Anstieg der Einbaumenge von ca. 8% in 
ausdifferenzierten Zellen beobachtet. 
Zusammenfassend konnte nach Verfütterung von D2,
15
N2-dC der erfolgreiche Einbau in genomische 
DNA, sowie dessen epigenetische Metabolisierung in TDG
+/−
-mES-Zellen beobachtet werden. Da 
kein neugebildetes D1-Nukleosid detektiert werden konnte, ist eine C-C-Bindungsbruchreaktion 
unter den gegebenen Umständen in TDG
+/−
-mES-Zellen unwahrscheinlich. Vermutlich erfolgte die 
aktive Demethylierung vollständig mittels TDG und nachfolgender DNA-Reparatur.
[76]
 
Aus diesem Grund wurde das gleiche Experiment in mES-Zellen ohne TDG-Enzym (TDG
−/−
) 
durchgeführt, sodass die Entfernung von fdC und cadC mittels Basenexzisionsreparatur nicht mehr 
möglich ist (siehe Abbildung 18B). Auch in diesem Versuch konnte der erfolgreiche Einbau von 
D2,
15
N2-dC beobachtet werden, wobei die Einbaumenge bzgl. TDG
+/−
-Zellen um 38% höher war. 
Ebenso konnten die weiteren Intermediate des mdC-Metabolismus detektiert werden. Das [M+3]-
Isotopolog von fdC war, wie aus vorherigen Experimenten aus dem AK Carell bekannt, aufgrund 
des fehlenden TDG-Enzyms zehnfach abundanter. Des Weiteren wurde auch [M+3]-dC detektiert. 
Erstmals konnte ein [M+3]-dC-Level quantifiziert werden, welches nicht vollständig auf die [M+3]-
dC-Verunreinigung zurückgeführt werden konnte. Da eine Neubildung von D1,
15
N1-dC unter den 
gegebenen Bedingungen nicht möglich ist, entsprachen die restlichen 9.4% des [M+3]-dC-Levels 
(~600000 Nukleoside/DNA) den während des mdC-Stoffwechsels neu gebildeten D1,
15
N2-dC. Dies 
stammt vermutlich aus einem C-C-Bindungsbruch von fdC oder cadC. Interessanterweise ist der 
Gehalt an neu gebildetem D1,
15
N2-dC in der gleichen Größenordnung wie der Gehalt von fdC in 
genomischer DNA von TDG
+/−
-Zellen.
[62,64]
  
Können diese Ergebnisse in Zukunft durch weitere biologische Replikate verifiziert werden, so wä-
re dies der erste in vivo-Nachweis einer C-C-Bindungsbruchreaktion zur aktiven Demethylierung. 
Die Tatsache, dass D1,
15
N2-dC nur in mES-Zellen ohne TDG-Enzym detektiert werden konnte, deu-
tet daraufhin, dass die Basenexzisionsreparatur zumindest unter den gegebenen Umständen der vor-
herrschende Mechanismus zur aktiven Demethylierung ist. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, 
dass bei Blockierung von BER, die Zelle einen zweiten potentiellen Mechanismus besitzt. Ob dieser 
Mechanismus möglicherweise nur zu bestimmten Zeitpunkten in der Zellentwicklung zum Tragen 
kommt, müssen zukünftige Untersuchungen zeigen. 
Aufgrund des hohen Hintergrundsignals durch die [M+3]-dC Verunreinigung sowie der Detektion 
nur sehr kleiner Produktmengen ist diesem Isotope-Tracing-Experiment ein gewisser Unsicherheits-
faktor enthalten. Weiterhin kann der Knockout des TDG-Enzyms potentiell mit einer Vielzahl an 
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sekundären Effekten verknüpft sein, die möglicherweise eine C-C-Bindungsbruchreaktion unnatür-
licherweise begünstigen. Zur weiteren Aufklärung des epigenetischen Metabolismus wurde daher 
ein neues Testsystem unter Verwendung von fluorierten Cytidin-Derivaten entwickelt. 
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6 Fluorierte Cytidin-Derivate zur Aufklärung des mdC-
Stoffwechsels 
Zur Stabilitätserhöhung einer RNA-Duplex vor dem Abbau durch Nukleasen werden häufig RNA-
Nukleoside mit einem 2'-Fluor-Substituenten modifiziert.
[187]
 Wird hingegen die 2'-Fluor-
Substitution bei epigenetisch relevanten DNA-Nukleosiden verwendet, so könnten aufgrund der im 
Folgenden beschriebenen Eigenschaften und Auswirkungen dieser Modifizierung entscheidende 
Hinweise zur Aufklärung des mdC-Stoffwechsels erhalten werden: 
 Elektronik: Die 2'-Fluor-Substitution an Desoxynukleosiden destabilisiert den Oxocarbe-
niumion-Übergangszustand einer möglichen Deglykosylierung aufgrund der stark elektro-
nenziehenden Eigenschaft von Fluor
1
 derart, dass die Öffnung der N-glykosidischen Bin-
dung verlangsamt stattfindet.
[74,188-191]
 Enthält fdC bzw. cadC eine 2'-Fluor-Substitution, so 
sollte diese den Bruch der glykosidischen Bindung verhindern, was eine Inhibierung der für 
fdC bzw. cadC bekannten Basenexzisionsreparatur zur Folge hätte.
[70,192]
 Falls eine C-C-
Bindungsbruchreaktion als zusätzlicher Mechanismus der aktiven Demethylierung möglich 
ist, so müsste theoretisch 2'-Fluor-dC als Produkt detektiert werden können. 
 Sterik: Ein weiterer Vorteil von Fluor im Gegensatz zu anderen Markierungen ist der gerin-
ge sterische Anspruch
2
, weshalb Fluor ein geeigneter bioisosterer Ersatz für Wasserstoff 
ist.
[193]
 Der Einbau von 2'-Fluor-Nukleosiden in die DNA sollte daher vermutlich geringe 
Auswirkungen auf deren Struktur haben. 
Generell liegen die Nukleotid-Zucker in der natürlich vorkommenden B-DNA bevorzugt in 
einer C2'-endo-Konformation vor. Allerdings ist die energetische Barriere zur ungünstigeren 
C3'-endo-Konformation relativ gering, was in einer hohen Flexibilität der DNA resul-
tiert.
[194]
 Der 2'-Fluor-Substituent eines Nukleosids kann sich in einer 2'-(S)- bzw. 2'-(R)-
Konfiguration befinden, was zu 2'-Fluor-arabino-dC (FANA) bzw. 2'-Fluor-ribo-dC (F-dC) 
führt. Es wird zwar vermutet, dass eine arabino-Fluor-Substitution des Zuckers eher die für 
die DNA günstigere C2'-endo- und eine ribo-Fluor-Substitution die C3'-endo-Konformation 
stabilisiert, die energetischen Unterschiede sind jedoch eher gering.
[191,195-197]
 
 Toxizität: Für FANA konnte eine Inhibierung verschiedener Polymerasen nachgewiesen 
werden.
[198,199]
 Ein zu FANA stereochemisches Analog ist Fialuridin (2'-arabino-Fluor-
                                                 
1
 Elektronegativität = 4.0 nach L. Pauling. 
2
 Van-der-Waals-Radien: Fluor 147 pm, Wasserstoff 110 pm, Sauerstoff 152 pm.  
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5
IdU). Im Rahmen einer klinischen Studie wurde Fialuridin zur Therapie gegen Hepatits B 
eingesetzt, wobei fünf der 15 Patienten an Leberversagen starben. Die Toxizität wurde auf 
den irreversiblen Einbau des Nukleosids in die mitochondriale DNA zurückgeführt.
[200]
 Im 
Gegensatz dazu, wurde F-dC als potentieller Wirkstoff gegen Hepatitis C gehandelt, da des-
sen Triphosphat die virale RNA Polymerase (NS5B) inhibiert.
[201]
Allerdings wurden zur 
ausreichenden Inhibierung sehr große Mengen an Nukleosid benötigt und eine Wirkung 
konnte erst nach 6-7 Tagen beobachtet werden. Interessanterweise konnte bei Verfütterung 
von F-dC bzw. F-dU von bis zu 500 mg/kg/Tag an Ratten und Murmeltieren keinerlei Be-
einträchtigung festgestellt werden.
[202]
 Des Weiteren zeigten Kierdaszuk et al., dass die 
Phosphorylierungs-Aktivität der humanen Cytidinkinase sowie der Thymidinkinase für 
F-dC deutlich höher ist als für FANA.
[203]
 Es ist daher zu vermuten, dass eine ribo-
Konfiguration des 2'-Fluor-Substituenten im Vergleich zum arabino-Analogon eine geringe-
re Zytotoxizität aufweist.  
 Charakterisierung: Weiterhin bietet die Verwendung fluorierter Nukleoside den Vorteil, 
dass nach enzymatischem Verdau die exakte Masse des Nukleosids um 18 u höher ist. Eine 
Überlappung der Signale im Massenspektrum wie es z.B. bei Verwendung von isotopenmar-
kiertem dC mit einer Massendifferenz von 2 u zu gleichzeitig natürlich vorhandenem dC 
vorkommen kann, ist damit ausgeschlossen. 
Auf Basis dieser Überlegungen ist es mittels der 2'-Fluor-Substitution prinzipiell möglich, den 
mdC-Stoffwechsel aufzuklären. Hierzu werden zunächst die F-dC-Derivate der epigenetisch rele-
vanten Nukleoside fdC und cadC oder die entsprechenden ODN synthetisiert. Diese werden an-
schließend in zellbiologischen oder biochemischen Tracing-Studien eingesetzt. Kann nach Isolie-
rung und Verdau das Vorhandensein von F-dC massenspektrometrisch detektiert werden, so kann 
direkt auf eine aktive Demethylierung von F-fdC oder F-cadC in Form eines C-C-Bindungsbruchs 
geschlossen und dieser in weiteren Experimenten genauer spezifiziert werden. 
Ziel der folgenden Experimenten war zunächst die Synthese der F-dC-Derivate der epigenetisch 
relevanten DNA-Nukleoside. Aufgrund der geringeren Toxizität wurde sich für die Synthese der 
ribo-Konfiguration der 2'-Fluor-dC-Derivate entschieden. Die kommerzielle Verfügbarkeit von 
F-dC war bei der Syntheseplanung ein besonderer Vorteil. 
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6.1 Strategie zur Synthese 2'-fluorierter Nukleoside, Nukleosidtriphosphate 
und Phosphoramidit-Bausteine 
Da für biochemische und zellbiologische Untersuchungen zur aktiven Demethylierung sämtliche 
2'-fluorierten Nukleosid-, Nukleosidtriphosphat- und Phosphoramidit-Derivate der epigenetisch 
relevanten DNA-Basen benötigt werden, wurde zunächst eine hoch divergente Synthesestrategie 
entwickelt (siehe Schema 11). 
Startmaterial ist das kommerziell erhältliche F-dC (42), welches mittels C5-Iodierung und anschlie-
ßender Silylierung mit TBS-Cl in das wichtige Intermediat 43 umgewandelt werden kann. 43 ist die 
Ausgangsverbindung für die weitere C5-Modifizierung zu den verschiedenen Nukleosiden, welche 
in zellbiologischen Verfütterungsexperimenten eingesetzt werden sollen. 
Aus den Nukleosiden können durch Anbringen der entsprechenden Schutzgruppen die korrespon-
dierenden Phosphoramidit-Bausteine erhalten werden, welche anschließend mittels DNA-
Festphasensynthese in kürzere ODN eingebaut werden können. Die Triphosphate der fluorierten 
Nukleoside können direkt nach Umsetzung mit einem Triphosphat-Reagenz erhalten und für die 
Synthese längerer ODN mittels PCR eingesetzt werden. Die durch DNA-Festphasen-Synthese und 
PCR erhaltenen ODN sollten anschließend für biochemische Studien, z.B. Umsetzung mit spezifi-
schen Proteinen oder Zelllysat, verwendet werden. 
 
 
 
Schema 11: Divergente Synthesestrategie zur Generierung sämtliche 2'-fluorierten Nukleosid-, Nukleosid-
triphosphat (TP)- und Phosphoramidit (PA)-Derivate der epigenetisch relevanten DNA-Basen. 
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6.2 Synthese von fluorierten Phosphoramidit-Bausteinen und deren Einbau 
in DNA 
Zunächst sollte in einer Proof-of-Principle-Studie die Hypothese einer verminderten Hydrolyse der 
glykosidischen Bindung aufgrund der 2'-Fluor-Substitution überprüft werden. Hierzu sollte die hu-
mane Thymin-DNA-Glykosylase (hTDG) mit ODN, die 2'-F-Analoga der epigenetisch relevanten 
dC-Nukleoside enthielt, umgesetzt werden (siehe Seite 56). Für dieses wie auch für weitere bio-
chemische Experimente zur aktiven Demethylierung werden kurze (20-40 bp), definierte ODN be-
nötigt. Unter Verwendung der entsprechenden fluorierten Phosphoramidit-Bausteine können diese 
mittels DNA-Festphasensynthese hergestellt werden. Die Synthesen der Phosphoramidit-Bausteine 
aller fluorierten, epigenetisch relevanten dC-Derivate sind nicht literaturbekannt (Scifinder-
Recherche 02.12.2015). Die im Folgenden beschriebenen Synthesen wurden mindestens im 
100 mg-, meist aber im Gramm-Maßstab durchgeführt. 
6.2.1 F-mdC-Phosphoramidit 
Entsprechend der Synthesestrategie in Schema 11 diente das kommerziell erhältliche F-dC als Aus-
gangsmaterial für die Synthese aller F-dC-Derivate (siehe Schema 12). In Anlehnung an die Syn-
these von Münzel et al. erfolgte die Iodierung der C5-Position mit elementarem Iod und mCPBA in 
67% Ausbeute.
[161]
 Die nachfolgende TBS-Schützung resultierte in dem wichtigen Intermediat 43.  
 
Schema 12: Synthese des F-mdC-Phosphoramidit-Bausteins 46. 
6 Fluorierte Cytidin-Derivate zur Aufklärung des mdC-Stoffwechsels 
 
50 
 
Der Tausch der Reaktionsreihenfolge zur vereinfachten Aufreinigung, also die C5-Iodierung erst 
nach erfolgter TBS-Schützung, war unter den verwendeten Reaktionsbedingungen (I2, mCPBA und 
LiI, CAN) nicht möglich. In beiden Fällen konnte neben der Silyl-Entschützung eine Zersetzung 
des Nukleosids beobachtet werden. 
Schlüsselschritt der Synthese zu F-mdC-Phosphoramidit 46 war die Methylierung der C5-Position. 
Hierfür sollte in Anlehnung an die Vorschrift von M. Münzel (ehemals AK Carell) die Kumada-
Kupplung verwendet werden.
[185]
 Diese resultierte jedoch auch nach Optimierung der Reaktionspa-
rameter bestenfalls in einem 1:1 Produktgemisch aus F-mdC und dehalogeniertem F-dC (siehe 
Schema 13A). Eine säulenchromatografische Auftrennung beider Produkte ist aufgrund des glei-
chen Retentionsfaktors nicht möglich. Der Grund der Dehalogenierungs-Reaktion war zunächst 
unbekannt, jedoch wurde eine 1,3-Protonen-Wanderung ausgehend vom exozyklischen Amin ver-
mutet. 
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde die Methylierungsreaktion ohne Nickel-Katalysator 
 
Schema 13: Problematische Kumada-Kupplung F-dC-Derivat 43. A) Die Umsetzung von 43 resultierte unter 
Standard-Kumada-Bedingungen in einem 1:1-Gemisch aus F-mdC 44 und F-dC 47. B) Nach Umsetzung 
ohne Nickel-Katalysator und Abbruch der Reaktion mit D2O wurde ein Produktgemisch aus F-mdC 44, F-dC 
47 und F-DdC 48 erhalten. 
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durchgeführt und bereits nach fünf Minuten durch Zugabe von D2O abgebrochen (siehe Schema 
13B). Hierbei konnte ein Produktgemisch von F-mdC:F-dC:F-DdC zu 19%:38%:43% isoliert wer-
den.  
Die Isolierung des C5-deuterierten F-DdC ist ein Indiz für einen Iod/Magnesium-Austausch an C5-
Position. Dies kann wie folgt erklärt werden: Das zugesetzte Methylgrignard-Reagenz dient zum 
einen als Methylanion-Quelle, zum anderen als Base, die das exozyklische Amin deprotoniert. Je-
doch ist die C5-Position in 43 derart reaktiv, dass neben einer Deprotonierung auch vermehrt ein 
Iod/Magnesium-Austausch stattfindet. Ein solcher Austausch ist literaturbekannt und wurde unter 
anderem bereits von Brückl et al. für die Synthese von PreQ-Derivaten beschrieben.
[204,205]
 Die 
nachfolgende 1,3-Protonen-Wanderung von noch nicht deprotoniertem C4-Amin ist aufgrund der 
Bildung des energetisch günstigen, dehalogenierten F-dC bevorzugt. 
Zur Vermeidung dieser Dehalogenierungsreaktion wurde zunächst die Schützung des exozyklischen 
Amins als Imin in Betracht gezogen. Aufgrund der fehlenden Wasserstoffatome wäre eine 
1,3-Protonen-Wanderung von C4-Amin zur C5-Position während der Kumada-Kupplung nicht 
möglich. Im weiteren Verlauf der Synthese zum Phosphoramidit und während des Einbaus in die 
DNA sollte diese Schutzgruppe stabil, in der globalen basischen DNA-Entschützung jedoch ab-
spaltbar sein. Als Reagenzien zur iminischen Schützung wurde DMF und Benzophenonimin unter-
sucht. Allerdings stellten sich beide Reagenzien als ungeeignet heraus. Benzophenonimin reagiert 
unter verschiedensten Bedingungen nicht mit TBS-geschütztem F-IdC 43 und DMF ist als Schutz-
gruppe unter Grignard-Bedingungen nicht stabil. 
Die Lösung zur Unterdrückung der Dehalogenierung ist somit die Verwendung eines Reagenzes, 
welches zunächst ausschließlich das exozyklische Amin deprotoniert. Im zweiten Schritt soll dann 
erst im Rahmen der Kumada-Kupplung der selektive Transfer des Methylanions auf den Katalysator 
folgen. 
In der Tat konnte bei Verwendung von Trimethylaluminium (2.6 Äq.) unter Kumada-Bedingungen 
eine deutliche Verbesserung erzielt werden.
[206]
 Zum einen wurden lediglich 5% dehalogeniertes 
F-dC und 79% gewünschtes F-mdC 44 erhalten, zum anderen konnte auch eine Erhöhung der Ge-
samtausbeute im Vergleich zum Grignard-Reagenz festgestellt werden. Es ist davon auszugehen, 
dass die stark negativ geladene Methylgruppe des Trimethylaluminiums sehr schnell das exozykli-
sche Amin deprotoniert und sich anschließend ein relativ stabiles Aluminium/Stickstoff-Addukt 
bildet.  
Die folgende Benzoyl-Schützung des Rohprodukts gelang mit guten Ausbeuten (61%) und das ver-
bleibende dehalogenierte Derivat konnte säulenchromatografisch vollständig entfernt werden. Nach 
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Silyl-Entschützung, DMT-Schützung und Umsetzung mit dem Bannwarth-Reagenz konnte das 
F-mdC-Phosphoramidit 46 in sehr guten Ausbeuten (87% über drei Stufen) erhalten werden. Der 
Einbau von 46 per DNA-Festphasensynthese ist in Kapitel 6.2.5 auf Seite 54 beschrieben. 
6.2.2 F-hmdC-Phosphoramidit 
Ausgehend von TBS-geschützten F-IdC 43 wurde in sechs Stufen das F-hmdC-Phosphoramidit 52 
synthetisiert (siehe Schema 14). Zur Einführung einer Hydroxymethylgruppe in C5-Position wurde 
in Anlehnung an die Vorschrift von Münzel et al. zunächst eine carbonylierende Stille-Kupplung 
durchgeführt.
[161]
 Die nachfolgende Aldehydreduktion zum F-hmdC-Derivat 49 wurde unter Luche-
Bedingungen durchgeführt. Dies war notwendig, da es bei NaBH4-Reduktion ohne CeCl3 zur Zer-
setzung des Startmaterials, wahrscheinlich durch Angriff auf die sehr elektrophile C6-Position, 
kommt.
[161,207]
 Die Amino- und Hydroxymethylgruppe wurde als zyklisches Carbamat mit einer 
Ausbeute von 79% gleichzeitig geschützt. Allerdings erfolgte die Umsetzung mit p-Nitrophenyl-
chloroformiat erst nach vorheriger Deprotonierung beider funktioneller Gruppen mit Natriumhyd-
rid.
[208]
 Sehr wahrscheinlich ist aufgrund der 2'-F-Substitution der Pyrimidinzyklus derart elektro-
nenarm, dass das freie Elektronenpaar des C4-Amins stark delokalisiert ist. Ein nukleophiler Ang-
riff des C4-Amins ist daher erst nach vorheriger Deprotonierung möglich. Die nachfolgende Silyl-
Schema 14: Synthese des F-hmdC-Phosphoramidit-Bausteins 52 ausgehend von TBS-geschützten F-IdC 43. 
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Entschützung mit Olah's Reagenz resultierte mit einer Ausbeute von 90% in Nukleosid 51. Nach 
DMT-Schützung und Umsetzung mit dem Bannwarth-Reagenz konnte das F-hmdC-Phosphoramidit 
52 in guten Ausbeuten von 63% über zwei Stufen erhalten werden.  
 
6.2.3 F-fdC-Phosphoramidit 
F-fdC-Phosphoramidit wurde in Anlehnung an die Vorschriften zur Synthese des fdC-
Phosphoramidits von Schröder et al. synthetisiert.
[209]
 Ausgehend von iodiertem F-dC-Derivat 43 
wurde in sechs Stufen das F-fdC-Phosphoramidit 56 synthetisiert (siehe Schema 15). Nach der car-
bonylierenden Stille-Kupplung wurde der wenig reaktive Aldehyd 53 nach TiCl4-Aktivierung mit 
Propan-1,3-diol als 1,3-Dioxan geschützt. Wie auch bei der Synthese zum F-hmdC-Phosphoramidit 
52, erfolgte die Schützung des C4-Amins nur nach vorheriger Deprotonierung mit Natriumhydrid. 
Nach Spaltung der Silyl-Ether mit HF in Pyridin, DMT-Schützung und Umsetzung mit dem Bann-
warth-Reagenz konnte F-fdC-Phosphoramidit 56 in sehr guten Ausbeuten (79% über drei Stufen) 
erhalten werden.  
 
 
Schema 15: Synthese des F-fdC-Phosphoramidit-Bausteins 56 ausgehend von TBS-geschützten F-IdC 43. 
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6.2.4 F-cadC-Phosphoramidit 
Ausgehend von iodiertem F-dC-Derivat 43 wurde in fünf Stufen das F-cadC-Phosphoramidit 60 
synthetisiert (siehe Schema 16). Die Einführung des Methylesters in C5-Position wurde in Anleh-
nung an die Vorschrift von Münzel et al. in einer Pd
0
-vermittelten CO-Insertion in MeOH in sehr 
guten Ausbeuten (87%) erreicht.
[83,210]
 Die nachfolgende C4-Amin-Schützung von 57 erfolgte mit 
p-Methoxybenzoylchlorid. Interessanterweise bedurfte es hier keiner vorherigen Deprotonierung 
mit Natriumhydrid. Es scheint, dass das C4-Amin in 57 nukleophil genug ist, um mit dem Säure-
chlorid zu reagieren. Die anschließende Silyl-Entschützung mit Olah's Reagenz zu 59 verlief mit 
94% Ausbeute. Nach DMT-Schützung der 5'-Hydroxygruppe sowie Umsetzung mit Bannwarth-
Reagenz wurde das F-cadC-Phosphoramidit 60 erfolgreich isoliert (85% über zwei Stufen).  
 
6.2.5 Einbau der fluorierten Phosphoramidite in Oligodesoxynukleotide 
Zur Überprüfung der Qualität der synthetisierten Phosphoramidite (F-mdC-PA, F-hmdC-PA, 
F-fdC-PA, F-cadC-PA) in der DNA-Festphasensynthese wurde jeweils ein Muster-ODN (ODN13) 
mit dem entsprechenden Nukleosid synthetisiert (Abbildung 19A/B). Hierbei wurde absichtlich 
eine epigenetisch relevante Sequenz gewählt, sodass sich das modifizierte Nukleosid in einem CpG-
 
Schema 16: Synthese des F-cadC-Phosphoramidit-Bausteins 60 ausgehend von TBS-geschützten F-IdC 43. 
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Kontext befand. Während der fdC-Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass die Kupplung-
seffizienzen der modifizierten Nukleoside in einem solchen Sequenzkontext am niedrigsten sind. 
Nur falls hier eine ausreichend gute Kupplung sowie keine Nebenprodukte beobachtet werden kön-
nen, besitzt das Phosphoramidit eine ausgezeichnete Qualität. 
Der Einbau der fluorierten Phosphoramidite per DNA-Festphasensynthese erfolgte mit industriellen 
Standard-Phosphoramidit-Bedingungen.
[165,166]
 Lediglich die Kupplungszeiten für die modifizierten 
Phosphoramidite wurden von 30 auf 180 Sekunden erhöht. Zur Entschützung der Nukleotide und 
zur Abspaltung vom Harz wurden die F-mdC- und F-fdC-haltige ODN mit konzentrierter NH3-
Lösung (18 h, 25-28 °C) behandelt. Das F-fdC haltige ODN wurde anschließend in einem zweiten 
Entschützungsschritt mit 80%-iger wässriger Essigsäure solange bei 20 °C behandelt, bis die 
MALDI-TOF-Analyse die vollständige Hydrolyse der Acetal-Schutzgruppe zeigte (meist ca. 6 h). 
Im Falle von F-hmdC und F-cadC wurde das ODN aufgrund der Carbamat- und Ester-Schutzgruppe 
mit NaOH (18 h, 0.4 M in Methanol/Wasser 4:1) behandelt. Hierdurch wird die Bildung von Ami-
nomethylgruppen und Amidgruppen vermieden.
[83,161]
 
Analytische RP-HPL-Chromatografie direkt nach der DNA-Entschützung zeigte deutlich nur ein 
Hauptprodukt. Nach Aufreinigung mittels präperativer RP-HPL Chromatografie konnten die ODN 
 
Abbildung 19: A) Strukturformeln der verwendeten Phosphoramidite. B) Sequenz des synthetisierten Test-
ODN13. B) Reversed-phase HPL-Chromatogramm der aufgereinigten ODN nach basischer und im Falle von 
F-fdC zusätzlich saurer Entschützung (0-40% Puffer B in 45 min). 
6 Fluorierte Cytidin-Derivate zur Aufklärung des mdC-Stoffwechsels 
 
56 
 
in sehr guter Ausbeute (20-52%) und hoher Reinheit (>95%) erhalten werden. MALDI-TOF-MS-
Analyse verifizierte die Produkte als die gewünschten ODN (siehe Abbildung 19C). 
Erstmalig ist nun die Synthese verschiedener ODN möglich, die die fluorierten Analoga der epige-
netisch relevanten DNA-Nukleoside beinhalten. Diese wurden nun in der folgenden 
Proof-of-Principle-Studie mit hTDG sowie in weiteren biochemische Experimenten zur Aufklärung 
der aktiven Demethylierung verwendet (für letzteres siehe Kapitel 6.8, Seite 70). 
 
6.3 F-dC-Derivate inhibieren die humane Thymin-DNA-Glykosylase 
Die Gruppen um Drohat und Chen zeigten 2011 bzw. 2012, dass Formyl- und Carboxycytosin von 
humaner Thymin-DNA-Glykosylase (hTDG) in einer Deglykosylierungsreaktion, die über einen 
Oxocarbeniumion-Übergangszustand verläuft, aus ODN herausgeschnitten werden 
können.
[70,73,75,211,212]
 Die Autoren inkubierten hierzu fdC- und cadC-haltige ODN mit hTDG, was in 
einer abasischen Stelle in den ODN resultierte. Die nachfolgende NaOH-Behandlung führte an die-
sen Positionen über β- und δ-Eliminierungsreaktionen zu einem Strangbruch und somit zu zwei 
verkürzten ODN. 
Zur Überprüfung der Hypothese einer verminderten Hydrolyse der glykosidischen Bindung auf-
grund die 2'-Fluor-Substitution wurde ein fdC- sowie ein F-fdC-haltiges ODN (ODN14) zusammen 
mit dem entsprechenden Gegenstrang ODN15 mit hTDG-Enzym für 1 h bei 37 °C inkubiert und 
mittels HPLC analysiert (siehe Abbildung 20). Das Experiment führte O. Kotljarova (AK Carell) 
durch. 
In Übereinstimmung mit der Literatur stellte sich hierbei heraus, dass bei Umsetzung von hTDG-
Enzym mit fdC-haltiger ODN Strangbrüche anhand des Auftretens kürzerer ODN detektiert werden 
konnten. Dahingegen konnten für das fluorierte Analogon keine Strangbrüche beobachtet werden.  
Somit kann davon ausgegangen werden, dass eine 2'-Fluor-Substitution die glykosidische Bindung 
derart stabilisiert, dass eine Glykosylase-Aktivität von hTDG nicht möglich ist. Die fluorierten Ana-
loga der epigenetisch relevanten Nukleoside bieten somit ein ideales Werkzeug für die Untersu-
chung der aktiven Demethylierung jenseits der Basenexzisionsreparatur. 
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6.4 Synthese fluorierter Nukleoside 
Die fluorierten Analoga der epigenetisch relevanten DNA-Nukleoside werden neben zellbiologi-
schen Verfütterungsstudien auch für die massenspektrometrische Quantifizierung benötigt. 
Hierzu wurden basierend auf der Synthesestrategie in Schema 11 die 2'-F-Analoga der epigenetisch 
relevanten Nukleoside synthetisiert (siehe Schema 17).  
F-mdC (61) wurde durch C5-Methylierung von TBS-geschützten F-IdC 43 mit Trimethylaluminium 
unter Kumada-Bedingungen sowie anschließender Silyl-Entschützung mit Olah's Reagenz in 62% 
Ausbeute über zwei Stufen erhalten. 
Wurde 43 in einer carbonylierenden Stille-Kupplung mit Kohlenstoffmonooxid und Tributylzinn-
hydrid umgesetzt, so konnte der Aldehyd 53 mit exzellenten Ausbeuten von 94% erhalten werden. 
Die folgende Silyl-Entschützung mit HF in Pyridin resultierte in F-fdC (62). 
Für die Synthese von F-hmdC (63) wurde der Aldehyd 53 zunächst unter Luche-
 
Abbildung 20: A) Sequenz des verwendeten fdC- bzw. F-dC-haltigen ODN (ODN14) und des Gegenstrangs 
ODN2 für das TDG-Enzym-Experiment. B) Reversed-phase HPL-Chromatogramm der Umsetzung von fdC- 
und F-fdC-haltiger ODN mit hTDG-Enzym. In Übereinstimmung mit der Literatur konnte das Entfernen von 
Formylcytosin aufgrund der Detektion der Strangbrüche beobachtet werden. Eine 2'-Fluor-Substitution an 
fdC inhibierte hingegen die Aktivität des hTDG-Enzyms. 
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Bedingungen reduziert. Die nachfolgende Silyl-Entschützung mit Olah's Reagenz resultierte in 
F-hmdC (63) (47% Ausbeute über drei Stufen). Die säulenchromatografische Aufreinigung nach 
jeder Synthesestufe ergab NMR-reine Verbindungen. Jedoch konnte für F-hmdC (63) auch nach der 
obligatorischen, präparativen HPLC-Aufreinigung massenspektrometrisch eine sub-prozentuale 
Menge an F-dC 42 detektiert werden. Der Grund hierfür ist die nahezu gleiche Retentionszeit von 
 
Schema 17: Ausgehend von TBS-geschützten F-IdC 43 konnten alle vier fluorierten Derivate der epigene-
tisch relevanten DNA-Nukleosiden synthetisiert werden.  
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F-dC und F-hmdC, die eine optimale Auftrennung sehr erschwert (siehe Abbildung 21A). 
Hochreines F-hmdC (63) konnte jedoch über F-fdC (62) erhalten werden. Aufgrund der sehr unter-
schiedlichen Retentionszeit von F-fdC (62) im Vergleich zu den anderen F-Nukleosiden, konnte 
nach zweimaliger Aufreinigung massenspektrometrisch ausschließlich F-fdC detektiert werden. Die 
anschließende Luche-Reduktion zu F-hmdC (63) sowie zweimalige HPLC-Aufreinigung resultierte 
in F-dC-freiem F-hmdC, was massenspektrometrisch verifiziert werden konnte. 
Für die Synthese des Nukleosids F-cadC (64) wurde 43 in einer Pd
0
-vermittelten CO-Insertion mit 
Methanol umgesetzt. Der resultierende Methylester 57 wurde mit Olah's Reagenz Silyl-entschützt 
und anschließend verseift, sodass das Nukleosid F-cadC (64) mit 48% über drei Stufen erhalten 
wurde.  
Da die finale Verseifung aufgrund des alkalischen Milieus zu F-dC als Produkt einer Decarboxylie-
rung führt (bis zu 10%), wurde die Verwendung von TBS-OH in Toluol in der Pd
0
-vermittelten CO-
Insertion in Erwägung gezogen. Der so entstehende TBS-Ester wäre in der obligatorischen Silyl-
Entschützung danach gespalten worden. Allerdings konnte bei Durchführung der Reaktion aus-
schließlich Edukt isoliert werden. Sehr wahrscheinlich ist TBS-OH sterisch zu anspruchsvoll und 
besitzt eine zu geringe Nukleophilie um mit dem Pallado-Intermediat zu reagieren. Die Verwendung 
von 2-(Trimethylsilyl)ethanol könnte zukünftig eine vielversprechende Alternative darstellen.
[213]
 
 
Für massenspektrometrische Quantifizierungsstudien wurden zusätzlich die Nukleoside F-dT (67) 
und F-hmdU (69) benötigt. Dabei wurde analog der Synthesestrategie in Schema 11 vorgegangen, 
wobei F-dU (65) als kommerziell erhältliches Startmaterial verwendet wurde. 
Zunächst wurde F-dU (65) an C5-Position iodiert und anschließend die freien Hydroxygruppen mit 
TBS-Cl als Silylether geschützt. Dies resultierte in 44% Ausbeute über zwei Stufen in TBS-
geschütztem F-IdU 66. 
Für die Synthese von F-dT (67) wurde 66 zunächst mit HMDS umgesetzt und danach mit Trime-
thylaluminium an C5-Position methyliert. Die anschließende Silyl-Entschützung mit Olah's Rea-
genz lieferte F-dT (67) in sehr guten Ausbeuten von 81% über drei Stufen. 
Wurde hingegen das iodierte F-dU-Derivat 66 einer carbonylierenden Stille-Kupplung unterzogen 
und die so entstandene Formylgruppe unter Luche-Bedingungen reduziert, so wurde das F-hmdU-
Derivat 68 erhalten. Die nachfolgende Silyl-Entschützung resultierte in F-hmdU (69). 
 
6 Fluorierte Cytidin-Derivate zur Aufklärung des mdC-Stoffwechsels 
 
60 
 
 
Zusammenfassend konnten auf der Basis einer hoch divergenten Synthesestrategie sechs verschie-
dene 2'-fluorierte Nukleoside in jeweils maximal fünf Stufen ausgehend von nur zwei unterschiedli-
chen, kommerziell erworbenen Startverbindungen (F-dC und F-dU) erhalten werden. Diese wurden 
im weiteren Verlauf für biochemische Experimente, zellbiologische Verfütterungsstudien sowie für 
die massenspektrometrische Quantifizierung verwendet. Zunächst wurden die synthetisierten Nuk-
leoside jedoch eingehend per HPLC und UV/VIS charakterisiert. 
6.5 Charakterisierung fluorierter Nukleoside 
Für eine vergleichende Analyse des HPLC-Retentionsverhalten wurden die fluorierten Nukleoside 
zu einem "Mastermix" von je 90 µM vermischt. Das HPL-Chromatogramm ist in Abbildung 21A 
gezeigt. Dabei ist ersichtlich, dass die Uracil-Derivate aufgrund der nicht vorhandenen, hydrophilen 
C4-Aminogruppe deutlich langsamer eluieren als die entsprechenden Cytosin-Derivate. Bemer-
kenswert ist auch, dass F-fdC im Vergleich zu den anderen F-dC-Derivaten deutlich stärker mit der 
stationären Phase wechselwirkt. Eventuell ist hierfür eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen 
dem exozyklischen Amin und dem Aldehyd verantwortlich, welche bereits von Münzel et al. an-
hand einer Kristallstruktur beobachtet wurde.
[83]
 Dadurch wäre die Hydrophilie des Amins herabge-
 
Schema 18: Ausgehend von F-dU (65) konnten unter Anwendung verschiedener Synthesewege die Nukleo-
side F-dT (67) und F-hmdU (69) erhalten werden. 
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setzt und das Nukleosid würde langsamer eluieren. Die Informationen aus dem HPLC-
Retentionsverhalten konnten für die Entwicklung einer massenspektrometrischen Quantifizierungs-
Methode durch J. Steinbacher und K. Iwan verwendet werden. 
 
Zur Konzentrationsbestimmung von ODN in Lösung wird deren Extinktionskoeffizient ε bei 
260 nm benötigt. Dieser berechnet sich annähernd als die Summe der Extinktionskoeffizienten der 
in der ODN-Sequenz enthaltenen Nukleoside. 
Aus diesem Grund wurde von allen synthetisierten F-Nukleosiden das UV/VIS-Spektrum in Wasser 
aufgenommen und deren Extinktionskoeffizient ε bestimmt.  
Abbildung 21B und C zeigen die UV/VIS-Spektren der jeweiligen F-Nukleoside. Für die auf F-dC 
basierenden Nukleoside (Abbildung 21B) ist mit Ausnahme von F-fdC eine nur kleine bathochro-
me Verschiebung aufgrund der C5-Modifikation erkennbar. Die Formylgruppe in F-fdC bewirkt 
jedoch eine mit 12 nm bezüglich F-dC große bathochrome Verschiebung. Dies deutet auf eine stark 
veränderte elektronische Eigenschaft hin, was zu einem andersartigen Reaktionsverhalten dieses 
Nukleosids beitragen könnte, z.B. im Rahmen einer aktiven Demethylierung. 
Im Falle der auf F-dU basierenden Nukleoside (Abbildung 21C) sind nur kleine bathochrome Ver-
schiebung aufgrund der C5-Modifikation detektierbar. 
Die molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten ε bei 260 nm sowie die Absorptionsmaxima im 
Bereich 260-300 nm der verschiedenen Nukleoside sind in Tabelle 1 gelistet. Zusätzlich wurden die 
Extinktionskoeffizienten mit den nicht fluorierten Nukleosiden (2'-H-Nukleoside) verglichen.
[177]
 
 
Abbildung 21: Charakterisierung fluorierter Nukleoside. A) Umkehrphasen-HPL-Chromatogramm eines 
Gemisches aller vorhandener 2'-fluorierter Nukleoside (90 µM, 0-16% Puffer B in 45 min). 
B) UV/VIS-Spektra aller F-dC basierender Nukleoside (50 µM). C) UV/VIS Spektra aller F-dU basierender 
Nukleoside (50 µM). 
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Die Extinktionskoeffizienten ε260 nm zwischen F-dC, F-dU sowie F-dT und deren nicht fluorierten 
Analoga unterscheiden sich nur minimal. Diese Tatsache trifft für C5-modifizierte Nukleoside inter-
essanterweise nicht zu. Aufgrund der 2'-F-Substitution wird eine bathochrome Verschiebung der 
Absorptionsmaxima jenseits von 260 nm beobachtet. Daraus folgt, dass die Bestimmung des Ex-
tinktionskoeffizienten ε260 nm nicht im Maximum, sondern in der Steigung zum Maximum oder im 
Extremfall im Minimum des Absorptionsspektrums erfolgt. Hierdurch resultieren die im Vergleich 
zu den 2'-H substituierten Nukleosiden niedrigeren Extinktionskoeffizienten ε260 nm. 
6.6 Synthese isotopenmarkierter, fluorierter Nukleoside 
Da die massenspektrometrische Quantifizierung von Nukleosiden mit Hilfe isotopenmarkierter Re-
ferenzverbindungen diverse Vorteile hat, sollten die entsprechenden Isotopologen der F-Nukleoside 
synthetisiert werden.  
Die retrosynthetische Analyse für die isotopenmarkierten F-dC-Derivate 70 ist in Schema 19 dar-
gestellt.  
Zum Erhalt von C5-modifizierten F-dC-Derivaten 70 kann nach der oben beschriebenen Synthese-
strategie (Schema 11, Iodierung und nachfolgende C5-Modifizierung) vorgegangen werden. Die 
15
N2-Isotopenmarkierung in F-dC-Derivate kann durch eine Glykosylierungsreaktion unter Vor-
brüggen-Bedingungen mit 
15
N2-Uracil 19 und einem 2'-F-Ribofuranose-Derivat erhalten werden. 
Das 
15
N2-Uracil 19 kann hierzu in einer literaturbekannten Zyklisierungsreaktion aus isotopenmar-
kierten 
15
N2-Harnstoff und Propiolsäure hergestellt werden.
[176]
 Eine erfolgreiche Glykosylierung-
Tabelle 1: Extinktionskoeffizienten ε260 nm und Absorptionsmaxima λmax der vorhandenen 2'-F-Nukleoside 
in Wasser (n.b. = nicht bekannt). 
Nr. Nukleosid ε260 nm / L∙mmol
-1
∙cm
-1
 
ε260 nm / L∙mmol
-1
∙cm
-1
 
(2'-H) 
λmax / nm 
1  F-dC (42) 7.2 7.1 270 
2  F-mdC (61) 5.5 7.8 276 
3  F-hmdC (63) 6.1 8.7 273 
4  F-fdC (62) 8.1 11.3 282 
5  F-cadC (64) 3.9 7.1 280 
6  F-dU (65) 9.3 9.4 260 
7  F-hmdU (69)  9.1 n.b. 263 
8  F-dT (67) 8.4 8.4 266 
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sreaktion von 2'-F-Ribofuranose-Derivat B 74 mit Uracil wurde in einem Patent beschrieben.
[214]
 
Für die Synthese eines 2'-F-Ribofuranose-Derivats sind zwei Alternativen (A 71 und B 74) litera-
turbekannt, die sich in der 3'- und 5'-Hydroxyl-Schutzgruppe sowie in der Abgangsgruppe an 
1'-Position unterscheiden (siehe Schema 19). 
 
Cen et al. beschrieben 2009 hierzu die Synthese von 2'-F-Ribofuranose-Derivat A 71 ausgehend 
von 2'-Desoxyribose (73) in sechs Stufen.
[215]
 Die Brom-Oxidation von 2'-Desoxyribose (73), TBS-
Schützung der 3'- und 5'-Hydroxygruppen sowie 2'-Silylierung mit TMSOTf und Triethylamin re-
sultierte aufgrund sterischer Aspekte diasteroselektiv in Lacton 72. Zur elektrophilen Fluorierung 
wurde zunächst das Lacton 72 an C2-Position mit LHMDS deprotoniert und anschließend mit Se-
lectfluor® fluoriert. Die Autoren konnten 2'-F-Ribofuranose-Derivat A 71 nach 1'-Reduktion mit 
DIBAL-H und Chlorierung mittels Methansulfonylchlorid erhalten. 
 
Schema 19: Retrosynthetische Analyse zur Darstellung isotopenmarkierter 2'-F-Nukleoside 70. 
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Des Weiteren präsentierten Larsen et al. die Synthese von 2'-F-Ribofuranose-Derivat B 74 ausge-
hend von D-Arabinose (76) in acht Stufen.
[216]
 In einer Umschützungskaskade konnte 
D-Arabinose (76) in vier Stufen in das Glykosid 75 umgewandelt werden. Nach Triflatschützung 
der freien 2'-Hydroxygruppe erfolgte die nukleophile SN2-Fluorierung unter Walden-Umkehr mit 
TBAF als Fluoridquelle. Die Öffnung des Acetals und die nachfolgende Acetylierung der 1'-
Hydroxygruppe resultierten in 2'-F-Ribofuranose-Derivat B 74.  
Aufgrund der kürzeren Syntheseroute wurde zunächst die elektrophile Fluorierung in Anlehnung an 
die Vorschrift von Cen et al. erprobt (siehe Schema 20).  
 
Die Synthese des Laktons 72 erfolgte mittels Brom-Oxidation und TBS-Schützung mit guten Aus-
beuten (72% über zwei Stufen). Die folgende Umsetzung mit TMSOTf unter basischen Bedingun-
gen lieferte das Lakton 77, welches entgegen der Literaturangabe während der säulenchromatogra-
fischen Aufreinigung nicht stabil war. Es konnten maximal 15% des Produktes 77 und 75% des 
Eduktes 72 isoliert werden. Aus diesem Grund wurde das Rohprodukt nach kurzer, wässriger Auf-
arbeitung direkt mit LHMDS und Selectfluor® umgesetzt. Hierbei sollte zunächst in β-Position zum 
Lakton deprotoniert und anschließend stereoselektiv mit Selectfluor® elektrophil zu Lakton 78 
fluoriert werden. Jedoch konnte auch nach Verwendung einer stärkeren Base (LDA) sowie 
N-Fluorbenzolsulfonimid als elektrophiles Fluorierungsreagenz keinerlei Produktbildung detektiert 
werden. Vielmehr konnte neben dem Zwischenprodukt 77 auch das Edukt 72 und das Eliminie-
rungsprodukt 79 isoliert werden. Die von Cen et al. beschriebene Reaktion der elektrophilen Fluo-
 
Schema 20: Versuch der Darstellung des 2'-fluorierten Laktons 78 via elektrophiler Fluorierung nach Cen et 
al. Die Fluorierung konnte allerdings trotz verschiedener Versuche nicht reproduziert werden. 
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rierung konnte somit weder unter den beschriebenen noch unter modifizierten Bedingungen repro-
duziert werden. 
 
Da die Synthese von 2'-F-Ribofuranose-Derivat A 71 nicht möglich war, wurde sich auf die Darstel-
lung von 2'-F-Ribofuranose-Derivat B 74 nach Larsen et al. fokussiert (siehe Schema 21). Hierzu 
wurde in vier Stufen ausgehend von D-Arabinose (76) in einer Umschützungskaskade das Glykosid 
75 in 35% Ausbeute über vier Stufen erhalten. Die Reaktionskaskade ist notwendig um die 
2'-Hydroxygruppe ungeschützt zu erhalten. Nach dessen Umwandlung in eine Abgangsgruppe mit 
Triflatanhydrid, erfolgte die nukleophile Fluorierung mit TBAF in 34% über zwei Stufen. Die Ver-
wendung von Diethylaminschwefeltrifluorid (DAST) als Fluorierungsreagenz erbrachte keine Aus-
beutensteigerung. Zudem wurde eine 2'-Racemerisierung, wahrscheinlich hervorgerufen durch ioni-
sche Intermediate, beobachtet.
[217]
 Die nachfolgende saure Acetalspaltung und Veresterung der 1'-
Position unter Steglich-Bedingungen resultierte im 2'-F-Glykosid 81. Parallel konnte das 
15
N2-
Uracil 19 in Anlehnung an die Vorschriften von Hill et al. in 23% Ausbeute erhalten werden.
[176]
 
 
Schema 21: Versuch der Darstellung von isotopenmarkiertem F-dU 82 via nukleophiler Fluorierung. In der 
finalen Glykosylierungsreaktion unter Vorbrüggen-Bedingungen konnte jedoch keine Produktbildung beo-
bachtet werden. 
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Die Vorbrüggen-artige Glykosylierungsreaktion des acetylierten Zuckers 81 mit Uracil 19 ergab 
entgegen der Patentvorschrift keine Umsetzung.
[78,218]
 Auch die Zugabe von Zinntetrachlorid zur 
Aktivierung des anomeren Kohlenstoffs führte nicht zu einer Reaktion.
[219]
 Möglicherweise ist der 
acetylierte Zucker 81 ein zu schwaches Elektrophil. Eine Alternative ist die Verwendung des reakti-
veren Chlorzuckers, welcher anstelle des Acetyl-Substituenten ein Chlorid besitzt. Hierzu müsste in 
der letzten Stufe zu 81 lediglich Methansulfonylchorid anstatt Acetanhydrid als Reagenz verwendet 
werden. 
Ein weiteres Problem waren die Benzyl-Schutzgruppen an 3'- und 5'-Position. Diese konnten in 
einer Testreaktion mit der Lewis-Säure BCl3 entgegen der Literaturangabe nicht vollständig entfernt 
werden.
[214]
 Vielmehr wurde eine Einfach-Entschützung und die Zersetzung des Nukleosids beo-
bachtet. Möglicherweise kann in Zukunft die Benzylschützung durch 5'-Silylentschützung von 80 
mit HF in Pyridin und nachfolgender Umsetzung der 3'- und 5'-Hydroxygruppen mit Toluoylchlorid 
umgangen werden. 
 
Aufgrund der beschriebenen Probleme in der Fluorierung und Glykosylierung wurde eine komplett 
andere Syntheseroute in Betracht gezogen. 1995 beschrieben Ariza et. al eine direkte Methode zur 
Einführung einer Isotopenmarkierung in N3-Position des Pyrimidin-Rings (siehe Schema 22). Un-
ter Verwendung von Trifluoressigsäureanhydrid und Ammoniumnitrat erfolgte zunächst eine 
N3-Nitrierung von Uracil.
[220,221]
 Die nachfolgende Umsetzung mit isotopenmarkierten Ammo-
niumchlorid führt in einer Ringöffnungs-Ringschluss-Reaktion aufgrund der stark elektronenzie-
henden Nitro-Gruppe zum gewünschten 
15
N-Uracil und Nitramid (HNNO2
-
), welches spontan in 
Distickstoffmonoxid (N2O) zerfällt.
[222]
 
Vorteil dieser Reaktion ist der sehr kurze Syntheseweg zu 
15
N2-F-dC in lediglich sieben Stufen aus-
gehend von kommerziell erhältlichen F-dU. Nachteilig ist allerdings, dass lediglich N3 und das 
exozyklische Amin des Pyrimidins isotopenmarkiert werden können. Im Falle von F-dT und F-dU-
Derivaten kann daher nur einfach isotopenmarkiert werden, was für die massenspektrometrische 
Quantifizierung zu wenig ist. Jedoch war zunächst die Entwicklung einer geeigneten Syntheseroute 
zu 
15
N2-F-dC-Derivaten von Bedeutung. 
Die 3'- und 5'-Hydroxygruppen von F-dU 65 wurde unter Steglich-Bedingungen mit Acetanhydrid 
verestert (siehe Schema 22). Basierend auf der Vorschrift von Ariza et. al erfolgte die N-Nitrierung 
mit akzeptablen Ausbeuten von 44%. Die folgende Umsetzung mit 
15
N-Ammoniumchlorid sowie 
Verseifung resultierte in 
15
N-F-dU 84. 
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Für die Darstellung von 
15
N2-F-dC 85 wurde das einfach markierte 
15
N-F-dU 84 zunächst mit TBS-
Cl Silyl-geschützt, danach die Position C4 unter Verwendung einer konzentrierten 
15
NH3-Lösung 
aminiert und schließlich das freie Nukleosid durch Umsetzung mit Olah's Reagenz erhalten. Eine 
Silyl-Schützung bereits zu Beginn der Synthese war aufgrund der Instabilität gegenüber den sauren 
Nitrierungsbedingungen nicht möglich.  
Zusammenfassend konnten erstmals die isotopenmarkierten Nukleoside 
15
N2-F-dC 85 und 
15
N-F-dU 84 isoliert werden. Die Isotopenreinheit konnte massenspektrometrisch auf über 95% 
bestimmt werden. Basierend auf dieser Syntheseroute können in Zukunft die weiteren Synthesen 
der epigenetisch relevanten 
15
N2-F-dC-Derivate analog der Synthesestrategie in Schema 11 (siehe 
S. 48) entwickelt werden. 
 
6.7 Synthese von F-Analoga der epigenetisch relevanten Nukleosid-
Triphosphate und deren Einbau in Oligonukleotide mittels PCR 
In Kapitel 6.2 wurde die Synthese der Phosphoramidit-Bausteine von F-mdC, F-hmdC, F-fdC und 
F-cadC (F-xdC) beschrieben, welche deren sequenzspezifischen Einbau mittels Festphasensynthese 
in ein Oligonukleotid ermöglichen. Zur Aufklärung möglicher biologischer Funktionen der epigene-
tisch relevanten Nukleoside (xdC) wird nach Proteinen gesucht, die mit diesen Nukleosiden intera-
 
Schema 22: Darstellung von isotopenmarkiertem 
15
N-F-dU 84 und 
15
N2-F-dC 85. Schlüsselschritt ist die 
Austauschreaktion des Stickstoffs N3 durch dessen Nitrierung und die folgende Ringöffnungs-Ringschluss-
Reaktion mit isotopenmarkiertem Ammoniumchlorid (
15
NH4Cl). 
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gieren. Hierfür werden allerdings deutlich längere ODN (> 70mer), die mehrere xdC-Nukleoside 
enthalten, benötigt. Die Synthese solcher ODN ist nur mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
sowie der Verwendung der entsprechenden xdC-Triphosphate (xdCTP) anstelle des dCTP 
möglich.
[223]
 
Für umfangreichere Untersuchungen zur aktiven Demethylierung mit 2'-F-Nukleosiden wurden 
daher zusätzlich längere, F-haltige ODN benötigt. Für dessen Synthese sollten die entsprechenden 
F-xdCTP synthetisiert werden. Zu Beginn dieser Arbeit war bis auf das kommerziell erhältliche 
F-dCTP die Synthese der F-Triphosphate der epigenetisch relevanten Nukleoside unbekannt. Ferner 
waren Polymerasen literaturbekannt, die F-dCTP effizient in ODN einbauten.
[224]
 
Die Synthese der F-xdCTP 86a-d erfolgte ausgehend von den entsprechenden Nukleosiden unter 
modifizierten Eckstein-Bedingungen in einer Stufe in guten Ausbeuten (siehe Schema 23).
[223,225,226]
 
Das Reagenz Salicylchlorophosphit 87 wurde von S. Serdjukow (AK Carell) zur Verfügung gestellt. 
 
Zur Überprüfung, ob die synthetisierten fluorierten Triphosphate sowie das kommerziell erhältliche 
F-dC tatsächlich mittels PCR in ein DNA-Fragment eingebaut werden können, wurde zunächst eine 
Primer-Extension-Studie durchgeführt. Es zeigte sich, dass die DNA-Polymerase Phusion bis auf 
F-cadC alle Triphosphate einbaut. Dies ist sehr beachtlich, da diese DNA-Polymerase eine 
proof-reading-Einheit enthält und somit die nicht-kanonischen fluorierten Nukleoside als Schaden 
hätte erkennen und wieder entfernen können. Der Einbau von F-hmdC und F-fdC konnte durch die 
Verwendung der Polymerase KOD-XL weiter verbessert, der Einbau von F-cadC durch die Thermi-
nator-Polymerase ermöglicht werden. 
Mit den synthetisierten Triphosphaten und dem Wissen, welche Polymerasen geeignet sind, konnten 
nun Bedingungen für eine PCR gesucht werden. Als DNA-Templat wurde ein Ausschnitt der Se-
quenz des Oct4-Promoters gewählt (siehe Abbildung 22A). Diese Sequenz ist bekannt für eine ho-
 
Schema 23: Herstellung der Triphosphate 86a-d der fluorierten Analoga der epigenetisch relevanten Nuk-
leoside unter modifizierten Eckstein-Bedingungen. 
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he Dichte an epigenetisch relevanten Nukleosiden und gilt aufgrund des hohen CpG-Gehalts als 
besonders schwieriges Templat für eine PCR. Die Primer wurden so gewählt, dass das finale PCR-
Produkt 81 Basenpaare (je nach Primer 15-16 F-xdCs) besaß.  
Bemerkenswerterweise konnte bereits unter Standard-PCR-Bedingungen für alle F-xdC-
Triphosphate das Volllängen-PCR-Produkt erhalten werden (siehe Abbildung 22B). Im Falle des 
F-cadC-haltigen Produkts ist ein leichtes "Schmieren" erkennbar, dass auf die zusätzlichen Carbo-
xygruppen und die dadurch veränderte Elektromobilität zurückzuführen ist. 
 
Die weitere Überprüfung der richtigen Inkorporation erfolgte per LC-MS. Hierzu wurden die PCR-
Produkte zunächst durch E. Parsa (AK Carell) mittels enzymatischem Verdau in die einzelnen Nuk-
leoside zerlegt. Die PCR-Proben wurden hierfür mit der Nuklease S1 sowie der Antarctic Phospha-
tase inkubiert. Bei der Nuklease S1 handelte es sich um eine vom Aspergillus oryzae stammende 
Endonuklease, die einzelsträngige DNA oder RNA durch Hydrolyse des Phosphodiesters in Oligo- 
bzw. Mononukleotide umwandelt.
[167]
 Die Antarctic Phosphatase hingegen katalysierte die 5'-
Dephosphorylierung von Oligo- bzw. Mononukleotide.
[168]
 Zur vollständige Umsetzung zu den ein-
zelnen Nukleosiden erfolgte im zweiten Schritt die Inkubation mit der Snake venom Phosphodieste-
rase I, einer Exonuklease, die vorwiegend 5'-Phosphatester von Oligonukleotiden hydrolysiert.
[169]
 
Die nachfolgende UHPLC-MS/MS (QQQ)-Analyse durch K. Iwan (AK Carell) zeigte im UV-
 
Abbildung 22: Synthese von F-xdC-haltigen ODN mittels PCR. A) Sequenzen des Templats und der Primer 
für die PCR-Studie. B) Ergebnis der PCR mit F-xdC-Triphosphaten analysiert mittels Gelelektrophorese. Die 
Retention der Banden entspricht den erwarteten PCR-Produkten. (Kontrolle = PCR mit allen dNTPs, aber 
ohne Polymerase. F-dC, F-mdC, F-hmdC, F-fdC, F-cadC = PCR mit allen dNTPs außer dCTP, aber mit ent-
sprechendem F-xdCTP). C) UHPL-Chromatogramm nach Verdau des F-fdC-PCR-Produkts. D) Relative 
Quantifizierungsdaten nach Verdau der PCR-Produkte der entsprechenden Nukleoside. 
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Chromatogramm nur die Signale der zu erwartenden Nukleoside (siehe Abbildung 22C). Des Wei-
teren wurden die relativen Mengen der fluorierten Basen zueinander bestimmt (siehe Abbildung 
22D). Auch hier konnte der richtige Einbau der Nukleoside nachgewiesen werden. Für die F-dC-, 
F-mdC- und F-fdC-PCR-Produkte konnten ausschließlich die erwarteten Nukleoside detektiert wer-
den. Für die PCR-Produkte ausgehend von hmdCTP und F-cadCTP konnten die jeweiligen Nukleo-
side zu 98% und 96% quantifiziert werden. Bei beiden konnten minimale Mengen an F-dC auf-
grund von Edukt-Verunreinigung in der Synthese zum Triphosphat detektiert werden. 
Die Synthese längerer Oligonukleotide, die F-xdC enthalten, ist somit durch PCR ohne weiteres 
möglich. Besonders wichtig ist die Tatsache, dass die 2'-Fluor-Substitution die Aktivität der Poly-
merase nicht auffallend beeinträchtigt. Dies ist ein erstes Indiz, dass die 2'-Fluor-Substitution weit-
reichende biochemische Untersuchungen im Rahmen der aktiven Demethylierung ermöglichen 
könnte ohne dabei das biologische System zu stören. In weiteren epigenetisch relevanten Experi-
menten, nämlich die Untersuchungen der C5-Methylierung und der TET-Enzym abhängigen Oxida-
tion, sollte diese Hypothese manifestiert werden. 
 
6.8 Biochemische und zellbiologische Untersuchungen mit fluorierten Cyti-
dinderivaten 
In der PCR-basierten Synthese längerer, F-xdC-haltiger Oligonukleotide konnte keine Beeinträchti-
gung der Aktivität der Polymerase aufgrund der 2'-Fluor-Substitution beobachtet werden. Im weite-
ren Verlauf dieses Projektes sollte nun gezeigt werden, dass auch im Rahmen epigenetisch relevan-
ter Studien in biologischen Systemen die 2'-Fluor-Substitution kaum einen negativen Einfluss aus-
übt. Aus diesem Grund wurden zwei weitere Experimente, die C5-Methylierung von F-dC mit der 
Methyltransferase M.SssI sowie die TET-Enzym vermittelte Oxidation von F-mdC durchgeführt. 
Diese wurden gewählt, da beide Reaktionen wesentlicher Bestandteil der epigenetischen Methylie-
rungs-/Demethylierungskaskade sind.
[33]
 Wird in beiden Experimenten keine bzw. kaum eine Be-
einträchtigung der Enzymaktivität durch die 2'-Fluor-Substitution beobachtet, kann davon ausge-
gangen werden, dass die F-xdC-Nukleoside geeignete Werkzeuge zur Aufklärung der aktiven De-
methylierung sind. 
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6.8.1 Methylierung mit Methyltransferase M.SssI 
Im ersten Experiment wurden zwei unterschiedliche DNA-Fragmente mit der Methyltransferase 
M.SssI und dem Cosubstrat SAM umgesetzt (siehe Abbildung 23). M.SssI methyliert sequenzspe-
zifisch Cytosine, welche im epigenetischen CpG-Kontext vorliegen und gilt daher für dieses Expe-
riment als adäquater Ersatz für das Enzym DNMT. Letzteres wurde aufgrund der schwierigen Isola-
tion und Aufreinigung nicht verwendet. 
 
Die DNA-Sequenz wurde so gewählt, dass sie zwei CpG-Einheiten beinhalten. Es wurden zwei 
doppelsträngige ODNs verwendet. Das erste ODN besaß an der Position X jeweils Cytidin, das 
zweite ODN hingegen das fluorierte Analogon F-dC (siehe Abbildung 23A). 
Beide ODN wurden drei Stunden mit M.SssI und dem Cosubstrat SAM inkubiert. Als Kontrolle 
wurde das gleiche Experiment, allerdings ohne M.SssI durchgeführt. Danach wurde die DNA iso-
liert, per Chloroform-Phenol-Extraktion gereinigt, vollständig zu den entsprechenden Nukleosiden 
verdaut (durchgeführt von E. Parsa, AK Carell) und per UHPLC-MS/MS (QQQ) massenspektro-
metrisch analysiert (durchgeführt von K. Iwan, AK Carell). Dabei wurde festgestellt, dass 48% aller 
Cytidine im CpG-Kontext methyliert wurden. Im Falle von F-dC wurden 50% methyliert. Aufgrund 
der sehr ähnlichen Methylierungseffizienz kann davon ausgegangen werden, dass die 2'-Fluor-
Substitution die Aktivität der Methyltransferase M.SssI nicht beeinträchtigt.  
6.8.2 TET1cd Oxidations-Assay 
Im zweiten Experiment wurde ein F-mdC haltiges ODN mit der katalytischen Domäne des Enzyms 
TET1 (TET1cd) umgesetzt. In verschiedenen Experimenten mit mdC-haltigen Oligonukleotiden 
zeigte E. Parsa (AK Carell), dass TET1cd mdC effektiv zu dessen Oxidationsprodukten hmdC, fdC 
 
Abbildung 23: Durchführung des Methylierungs-Assays. A) Sequenz von ODN16. B) Schematischer Über-
blick des Experiments. 
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und cadC umsetzt. Bei Verwendung eines F-mdC haltigen ODN, wurde per MALDI-TOF die er-
folgreiche Oxidation von F-mdC beobachtet (siehe Abbildung 24A-D). Neben F-hmdC- und 
F-fdC- wurde sogar das F-cadC-haltige ODN detektiert. Das Kontrollexperiment ohne TET1cd 
zeigte lediglich das Edukt. 
 
Der nachfolgende enzymatische Verdau zu den entsprechenden Nukleosiden sowie die massens-
pektrometrische Quantifizierung per UHPLC-MS/MS (QQQ) zeigten, dass das Edukt F-mdC bis 
auf 0.9% nahezu komplett umgesetzt wurde (siehe Abbildung 24E). Die relativen Anteile von 
F-hmdC und F-fdC betrugen jeweils knapp unter 50%. F-caC-Nukleotide werden unter den ver-
wendeten Verdau-Bedingungen nur zu 12.8% zum Nukleosid umgesetzt und wurden daher nicht 
quantifiziert. Aus den MALDI-TOF-Spektren ist jedoch zu erkennen, dass auch F-cadC ein wesent-
licher Bestandteil der Produkte einer TET1cd-Oxidation von F-mdC ist. Eine Desaminierung von 
F-mdC zu F-dT war hingegen nur minimal zu detektieren (0.9%). 
 
 
Abbildung 24: Durchführung des Tet1cd-Oxidations-Assays. A) Sequenz von ODN17. B) Schematischer 
Überblick des Experiments. C) MALDI-TOF-Spektrum des Kontrollexperiments, in dem kein TET1cd ver-
wendet wurde und nur das Edukt zu beobachten ist. D) MALDI-TOF-Spektrum nach Umsetzung des 
F-mdC-haltigen ODNs mit TET1cd. Es sind die Oxidationsprodukte F-hmdC, F-fdC und F-cadC zu detektie-
ren. E) Massenspektrometrische Quantifizierung der Produkte bestätigte die Oxidation von F-mdC durch 
TET1cd. 
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Zusammenfassend konnte in beiden in vitro Experimenten, Methylierung mit dem Enzym M.SssI 
und TET1cd vermittelte Oxidation, keine offensichtliche Beeinträchtigung der Aktivität epigene-
tisch relevanter Enzyme aufgrund der 2'-Fluor-Substitution beobachtet werden. Somit sind F-xdCs 
geeignete Werkzeuge für die Aufklärung der aktiven Demethylierung in biologischen Systemen. 
6.8.3 Inkubation mit mESC-Lysat 
Mit dem Hintergrundwissen, dass eine 2'-Fluor-Substitution an epigenetisch relevanten Nukleosiden 
mdC, hmdC, fdC und cadC eine Basenexzisionsreparatur unterbindet aber die Aktivität anderer En-
zyme nicht messbar beeinflusst, konnten nun erstmalig zellbiologische Experimente zur Aufklärung 
der aktiven Demethylierung unternommen werden.  
2012 konnten Schiesser et al. eine minimale Decarboxylierungsaktivität in mES-Zellkernextrakt 
gegenüber caC-haltiger ODN zeigen.
[78]
 Hierzu wurde 
15
N2-cadC-haltige ODN mit mES-
Zellkernextrakt inkubiert, diese mittels einer zusätzlichen Biotin-Markierung danach isoliert, voll-
ständig zu den entsprechenden Nukleosiden verdaut und letztere massenspektrometrisch quantifi-
ziert. Erstmals war es möglich, kleinste Mengen des Decarboxylierungsprodukts 
15
N2-dC zu detek-
tieren, eine Quantifizierung war jedoch nicht möglich. In analoger Weise sollten diese Experimente 
mit fluorierten ODN wiederholt werden. Aufgrund der 2'-Fluor-Substitution und der damit einher-
gehenden Unterdrückung einer aktiven Demethylierung mittels BER, könnte eine Quantifizierung 
des Decarboxylierungsprodukts nun möglich sein. Für dieses Experiment wurde zusammen mit 
E. Parsa (AK Carell) F-fdC- und F-cadC-haltige ODN synthetisiert, mit mESC-Lysat inkubiert und 
diese nachfolgend massenspektrometrisch analysiert. Unter anderem wurde die Inkubationszeit zwi-
schen einer und 19 Stunden, die ODN-Konzentration sowie Temperatur zwischen 35 und 40 °C 
variiert. Zusätzlich wurden verschiedene Konzentrationen an Vitamin C zur Erhöhung der TET-
Aktivität erprobt. Jedoch konnte in insgesamt 42 unterschiedlichen Experimenten für F-fdC-haltige 
ODN keinerlei F-dC als Deformylierungsprodukt detektiert werden. Für F-cadC-haltige ODN konn-
ten zwar 1-4% an F-dC als potentielles Produkt einer Decarboxylierung beobachtet werden, jedoch 
waren diese auch in den Kontrollansätzen vorhanden. Es stellte sich heraus, dass das kurzfristige 
Aufheizen von ODN auf 95 °C zur Biotinfreisetzung für die Decarboxylierung verantwortlich war. 
Somit konnte auch im Falle F-haltiger ODN keine Decarboxylierungsaktivität in mES-
Zellkernextrakt nachgewiesen werden. 
Zur Generierung von mES-Zellkernextrakt werden hypertonische Puffer und ein Homogenizer ver-
wendet. Es ist jedoch bekannt, dass einige Proteine möglicherweise in dem so hergestellten Lysat 
nicht mehr voll funktionsfähig sind.
[227]
 Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch Enzyme, die für 
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die aktive Demethylierung verantwortlich sind, in mES-Zellkernextrakt nicht funktionsfähig sind. 
Zudem ist es möglich, dass die verwendeten ODN nicht als Substrat für die potentiell Chromatin-
gebundenen Proteine eigneten. 
Um diese Problematik zu umgehen, wurden fluorierten Nukleoside im Folgenden direkt an Stamm-
zellen verfüttert. 
6.8.4 Verfütterungsexperimente 
Mittels Verfütterung von Nukleosiden an mES-Zellen können nach Isolation der genomischen DNA 
und massenspektrometrischer Analyse die im Genom enthaltenen Nukleotide identifiziert und quan-
tifiziert werden (siehe Abbildung 25). Werden fluorierte Nukleoside verfüttert, so kann bei Detek-
tion von bestimmten Intermediaten auf den Stoffwechselweg der aktiven Demethylierung geschlos-
sen werden (siehe Abbildung 25). Die Verfütterung wurde von F. Spada, der enzymatische Verdau 
durch E. Parsa und die massenspektrometrische Analyse von K. Iwan (alle AK Carell) durchge-
führt. Zur Verfütterung sowie zur massenspektrometrischen Quantifizierung wurden die syntheti-
sierten F-Nukleoside aus Kapitel 6.4 sowie das isotopenmarkierte 
15
N2-F-dC aus Kapitel 6.6 ver-
wendet. 
 
In ersten Untersuchungen wurde F-dC in verschiedenen Konzentrationen an XPC-Zellen verfüttert. 
Unter anderem exprimierten diese Zellen vermehrt eine Thymidin-Kinase mit hoher Substratbreite. 
Aufgrund des 2'-Fluor-Substituenten wurde eine verminderte Phosphorylierungs-Aktivität der Cyti-
din-Kinase gegenüber F-dC vermutet. Durch Verwendung von XPC-Zellen sollte daher die Phos-
phorylierung sowie die nachfolgende Inkorporation in genomische DNA gewährleistet werden. Die 
 
Abbildung 25: Schematischer Ablauf des Verfütterungsexperiments. Das Nukleosid (F-dC oder F-fdC) wird 
den Zellen über mehrere Tage zugegeben. Nach Aufnahme und Phosphorylierung kann die Zelle das Nukleo-
sid in das Genom inkorporieren und metabolisieren. Zur Untersuchung der Nukleosid-Intermediate des mdC-
Stoffwechsels, wird die genomische DNA der Zellen isoliert und massenspektrometrisch analysiert. 
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Experimente zeigten, dass F-dC zu 0.0076% bzgl. dN eingebaut wurde (bei Verfütterung einer 
500 nM F-dC-Lösung) und dies keine phänomenologischen Auswirkungen auf die Zellen hatte. Ne-
ben F-dC konnten auch die Nukleoside F-mdC und F-dT im Genom detektiert und quantifiziert 
werden. F-mdC ist hierbei sicherlich das Produkt einer in vivo Methylierung, vermutlich durch 
DNMT-Enzyme. F-dT entstand sehr wahrscheinlich bereits im Zytosol durch Methylierung von 
F-dU, welches das Desaminierungsprodukt von F-dC ist, und wurde anschließend in die genomi-
sche DNA inkorporiert. Dies ist für dC literaturbekannt und sollte auch für das fluorierte Analogon 
gelten.
[228]
 Weiterhin ist die Menge an inkorporierten F-dC abhängig von der F-dC-Verfütterungs-
Konzentration. Interessant ist hierbei, dass der Gehalt an F-dT in etwa doppelt so groß ist wie der 
von F-dC. Mit diesen ersten Untersuchungen konnte zum einen nachgewiesen werden, dass F-dC in 
geringen Mengen die Zellentwicklung nicht negativ beeinflusst. Zum anderen konnte gezeigt wer-
den, dass F-dC im Genom zumindest zu F-mdC metabolisiert werden kann. Wie bereits die in vitro-
Experimente deutet auch dieses Resultat darauf hin, dass F-dC die Aktivität epigenetisch relevanter 
Enzyme trotz der 2'-Fluor-Substitution kaum beeinträchtigt. 
Aufgrund der guten Verträglichkeit sowie des funktionierenden Einbaus von F-dC in die genomi-
sche DNA wurden die weiteren Experimente mit mES-Zellen durchgeführt. Zur Überprüfung der 
Hypothese eines C-C-Bindungsbruchs in Form einer Deformylierung von fdC oder Decarboxylie-
rung von cadC ohne den Umweg über Methylierung sowie anschließende Oxidation wurde das 
Nukleosid F-fdC verfüttert. Kann hierbei F-dC als Intermediat im mdC-Stoffwechsel detektiert 
werden, so kann auf das Vorkommen einer C-C-Bindungsbruch-Reaktion in mES-Zellen geschlos-
sen werden. 
Zunächst wurde F-fdC an mES-Zellen mit bzw. ohne TDG-Enzym (TDG
+/−
 bzw. TDG
−/−
) verfüttert, 
um zu überprüfen, ob das TDG-Enzym F-fdC auch in vivo nicht herausschneiden kann (siehe Ab-
bildung 26A). In diesem Experiment konnte in den Zellen mit sowie ohne dem TDG-Enzym neben 
F-fdC bemerkenswerterweise auch F-dC und F-mdC quantifiziert werden. Allerdings unterschieden 
sich die Zelltypen im Gehalt gleicher Nukleoside. So war zwar der F-dC-Gehalt in beiden Zelltypen 
um einen Faktor von 3-6 höher als der F-fdC-Gehalt, in mES-Zellen mit TDG-Enzym wurde aber 
insgesamt mehr F-fdC und weniger F-dC erhalten als in Zellen ohne TDG-Enzym. Die F-mdC-
Level waren nahezu gleich. Aus diesen Daten konnte erstmalig aufgrund der Detektion von F-dC 
auf das Vorhandensein einer C-C-Bindungsbruch-Reaktion geschlossen werden. Eine F-dC-
Verunreinigung konnte ausgeschlossen werden, da kein F-dT als Desaminierungsprodukt von F-dC 
zu detektieren war. Weiterhin konnte in einem Kontrollexperiment keine spontane Deformylierung 
von F-fdC in Wasser bei 60 °C nach 72 h detektiert werden. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass 
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der relative Gehalt an neu generiertem F-dC bzgl. F-fdC etwa dem beim Isotope-Tracing-
Experiment erhaltenem D1-
15
N2-dC-Gehalt bzgl. fdC in TDG
−/−
-Zellen entspricht. Das niedrigere 
F-fdC-Level und das höhere F-dC-Level bei mES-Zellen ohne TDG gegenüber TDG
+/−
-Zellen 
könnte durch die erfolgreiche Inhibierung des TDG-Enzyms durch F-fdC erklärt werden. Hierdurch 
würde das Enzym für einen längeren Zeitraum am Nukleosid verbleiben, wodurch die Interaktion 
von anderen Enzymen mit F-fdC verhindert würde. 
 
In einem weiteren Experiment sollte überprüft werden, ob DNMT-Enzyme aufgrund des Cysteins in 
der aktiven Tasche für den C-C-Bindungsbruch verantwortlich sind (siehe Abbildung 26B). Zusätz-
lich sollte nachgewiesen werden, dass die DNMT-Enzyme tatsächlich F-dC zu F-mdC methylieren. 
Hierzu wurde F-fdC an mES-Zellen mit (wtJ1) und ohne DNMT-Enzyme (DNMT TKO) verfüttert. 
Auch in diesem Experiment konnte neben F-fdC auch F-dC und F-mdC quantifiziert werden, wobei 
deren Level vergleichbar mit dem der TDG-Untersuchungen waren. Lediglich für mES-Zellen ohne 
DNMT-Enzyme konnte, wie erwartet, kein F-mdC detektiert werden. Weiterhin betrug das Gehalt 
von F-dC in diesen Zellen etwa so viel, wie die Summe der F-dC- und F-mdC-Level in mES-Zellen 
mit DNMT-Enzymen. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die DNMT-Enzyme ausschließlich 
für die Methylierung zu F-mdC verantwortlich sind. Diese Enzyme tragen nicht weiter zu einem 
C-C-Bindungsbruch bei. 
Zusätzlich wurde F-fdC an mES-Zellen mit (TETwt) und ohne TET-Enzyme (TET TKO) verfüttert 
(siehe Abbildung 26C). Hierbei sollte überprüft werden, ob eine Deformylierung oder eine Decar-
 
Abbildung 26: Quantifizierungsdaten zur Verfütterung von F-fdC an mES-Zellen. A) Aufgrund der Detek-
tierbarkeit von F-dC konnte erstmalig auf das Vorkommen einer C-C-Bindungsbruch-Reaktion geschlossen 
werden. Weiterhin konnte, wie erwartet, F-fdC nicht durch das TDG-Enzym entfernt werden. B) Die DNMT-
Enzyme waren ausschließlich für die Methylierung von F-dC zu F-mdC, aber nicht für einen C-C-
Bindungsbruch verantwortlich (DNMT TKO = DNMT triple knock out). C) Da trotz fehlender TET-Enzyme 
F-dC zu detektieren ist, konnte auf eine Deformylierung als C-C-Bindungsbruchreaktion geschlossen wer-
den. 
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boxylierung als C-C-Bindungsbruchreaktion vorliegt. Könnte bei mES-Zellen ohne TET-Enzyme 
kein F-dC mehr detektiert werden, so ist eine Decarboxylierung wahrscheinlich. Die massenspekt-
rometrische Analyse zeigte im TET TKO sogar einen kleinen Anstieg an F-dC im Vergleich zu 
mES-Zellen mit TET-Enzymen. Dies ist ein Indiz für eine Deformylierung als C-C-Bindungs-
bruchreaktion. 
Werden zusammenfassend die in vivo-Ergebnisse mit denen der in vitro-Experimente kombiniert, so 
kann auf das Folgende geschlossen werden: Die Verfütterung von F-xdC-Nukleosiden resultiert in 
deren Einbau in genomische DNA (siehe Abbildung 27). Hier werden sie ähnlich zu den natürli-
chen, nicht-fluorierten Analoga metabolisiert. F-dC konnte mittels der Methyltransferase M.SssI zu 
F-mdC umgesetzt werden. Eine Methylierung von F-dC mittels dem epigenetisch relevanten Enzym 
DNMT ist daher sehr wahrscheinlich. Die anschließende TET-Enzym-vermittelte Oxidation gene-
riert F-hmdC und F-fdC. Letzteres kann in einer bislang unbekannten Art und Weise deformylieren 
und somit F-dC als das Ausgangsprodukt des Stoffwechselwegs generieren. Eine Oxidation ausge-
hend von F-fdC zu F-cadC ist zwar möglich, jedoch konnte in den in vivo-Experimenten nie F-cadC 
detektiert werden. Es ist anzunehmen, dass F-cadC nur ein Nebenprodukt der TET-Enzym-
vermittelten Oxidation ist. 
 
  
 
Abbildung 27: Schematische Darstellung der kombinierten Ergebnisse der in vitro- und in vivo-
Experimenten mit fluorierten Nukleosiden. Die Verfütterung von F-xdC-Nukleosiden resultiert in deren Ein-
bau in genomische DNA. Hier werden sie ähnlich zu den natürlichen, nicht-fluorierten Analoga metaboli-
siert. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass F-fdC in einer bislang unbekannten Art und Weise deformylie-
ren und somit F-dC aus Ausgangsverbindung eines epigenetischen Stoffwechsels generieren kann. 
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7 Entwicklung einer neuartigen, reversiblen Proteinmarkierung 
Proteinmarkierungen gewinnen derzeit immer mehr an Bedeutung. Ziel folgender Experimente war 
die Entwicklung einer neuartigen, sequenzspezifischen Methode zur Proteinmarkierung. Diese soll-
te auf einer reversiblen Bindung zwischen einem speziellen Lysin eines Proteins und einem Alde-
hyd basieren. 
Durch Modifikationen am Aldehyd-tragenden Molekül ergeben sich zahlreiche Einsatzmöglichkei-
ten dieser Methode. Zum Beispiel ermöglicht das Anbringen eines Farbstoffs den Einsatz im Be-
reich des Imaging. Mit einem Click-baren Rest könnten Nanostrukturen erstellt werden. Die Modi-
fizierung eines Aldehyds mit einem Toxophor könnte die selektive Generierung eines Antikörper-
Wirkstoff-Konjugats (Antibody-drug conjugate) ermöglichen. 
Vorteil zu bisherigen, in der Einleitung beschriebenen Methoden, wie beispielsweise kovalente Cys-
tein-Addukte, wäre vor allem die Reversibilität der Bindung sowie die zu erwartende relativ kurze 
und daher einfache Sequenzmodifizierung des Proteins. 
 
Lysin ist mit 5.9% eine eher häufig vorkommende Aminosäure in Proteinen und kann mit Aldehy-
den reversibel zu Iminen reagieren.
[124]
 Das Gleichgewicht dieser Reaktion ist im wässrigen Me-
dium stark abhängig vom pH-Wert und meist auf Seiten der Edukte. Dennoch unterscheiden sich 
Edukt und Produkt in der freien Enthalpie meist nur um wenige kcal/mol.
[229]
 
 
Als Aldehyd für die Markierung sollte das gut erforschte Pyridoxalphosphat (PLP) verwendet wer-
den. Dieses geht in verschiedenen Biotransformationen eine stabile Schiff'sche Base mit einem Ly-
sin eines Enzyms ein. Eine stabile Bindung ist jedoch nur möglich, wenn Seitenketten verschiede-
ner Aminosäuren in der aktiven Tasche eine zusätzliche, positive Wechselwirkung zum PLP aufbau-
en können. 
Angelehnt an diese Enzyme, sollte eine möglichst kurze Lysin-haltige Peptidsequenz identifiziert 
werden, die mit PLP eine stabile Schiff'sche Base eingeht. Die relativ geringe Energie, die benötigt 
wird, um die Produktbildung in dieser Gleichgewichtsreaktion zu begünstigen, sollte durch stabili-
sierende Wechselwirkungen zwischen PLP und der Sequenzumgebung des Lysins erreicht werden. 
Die so identifizierte Sequenz könnte im weiteren Verlauf der Experimente durch rationelle Punkt-
mutation in ein Protein der Wahl integriert werden. Durch Modifizierungen von PLP würden sich 
die oben erwähnten Anwendungen ergeben (siehe Abbildung 28). 
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Auf der Suche nach diesem stabilisierenden Sequenzkontexts wurde die kombinatorische Methode 
der Synthese einer Split-Bead-Peptid-Bibliothek verwendet (siehe Schema 24).
[230,231]
 Hierzu er-
folgte die Synthese nach der Standardprozedur der Festphasen-Peptid-Synthese. Zunächst wurden 
in mehreren Ansätzen unterschiedliche Aminosäuren an die Festphase (Bead) gekuppelt. Nach je-
dem Kupplungsschritt wurden die Beads aller Ansätze vereinigt, gemischt und wieder auf mehrere 
Ansätze für den nächsten Kupplungsschritt verteilt. Je nach Länge der Sequenz und Zahl der variie-
renden Aminosäuren konnte somit in kurzer Zeit eine beträchtliche Zahl verschiedener Peptidse-
quenzen generiert werden. Nach der Festphasensynthese ist zwar keine Aussage über die exakte 
Sequenz auf einem Bead machbar, jedoch war es für den weiteren Verlauf entscheidend, dass sich 
auf jedem Bead nur eine Peptid-Sequenz befand. 
Im nachfolgenden Bindungs-Assay wurden nun die positiv reagierenden Beads isoliert. Hierfür 
wurde aufgrund der roten Farbe das PLP-Derivat PPADS (93) verwendet. Sämtliche Beads wurden 
mit PPADS (93) in PBS-Puffer bei pH = 7.4 bei 25 °C für eine Stunde inkubiert und danach mit 
PBS-Puffer gewaschen. Wurde PPADS 93 durch die Peptidsequenz auf einem Bead stabil gebun-
den, erschien das Bead rot. Es wurde anschließend isoliert und das Peptid wurde von der Festphase 
gespalten. 
Im letzten Schritt wurde die erhaltene Peptidsequenz massenspektrometrisch aufgeklärt. Zunächst 
wurde nach einem möglichen Massenpeak gesucht und dieser dann mehrmals fragmentiert. Aus den 
erhaltenen Fragmenten konnte dann auf die gesuchte Peptidsequenz geschlossen werden. 
 
Abbildung 28: Prinzip einer neuen reversiblen, sequenzspezifischen Proteinmarkierung. Durch Punktmuta-
tionen soll eine Lysin-haltige Bindetasche konstruiert werden (rot), die PLP derart bindet, dass das so entste-
hende Imin thermodynamisch stabil ist. 
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Schema 24: Schematisches Ablaufdiagramm der kombinatorischen Methode zur Entdeckung einer PPADS-
bindenden Sequenz. A) Zur Generierung einer möglichst großen Peptid-Bibliothek wurde die Methode der 
Split-Bead-Synthese gewählt. Zwar ist keine Aussage über die exakte Sequenz auf einem bestimmten Bead 
machbar, entscheidend ist jedoch, dass sich auf jedem Bead nur eine bestimmte Peptid-Sequenz befindet. 
B) Im nachfolgenden Bindungs-Assay werden die Beads mit dem rötlichen Markierungsreagenz PPADS (93) 
umgesetzt. Bindet die Sequenz PPADS so erscheint der Bead rot und kann im Folgenden isoliert werden. C) 
Nach Abspaltung des Peptids vom Bead kann dessen Sequenz massenspektrometrisch aufgeklärt werden. 
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7.1 Erste Versuche zur Identifikation einer geeigneten Peptidsequenz 
Zusammen mit M. Vrabel (ehemals AK Carell) wurde die erste Split-Bead-Peptid-Bibliothek syn-
thetisiert. Zunächst wurde eine Sequenzlänge von sechs Aminosäuren erprobt (siehe Tabelle 2). 
Dabei sollte das reaktive Lysin zentral im Peptid positioniert sein. 
 
Im Bindungs-Assay wurden nur wenige, dafür sehr dunkelrote Beads erhalten. In der nachfolgenden 
massenspektrometrischen Sequenzaufklärung konnte zusammen mit Dr. D. Eisen (ehemals 
AK Carell) gezeigt werden, dass vorwiegend Beads mit der Sequenz WEKAKA isoliert wurden.  
Die nachfolgenden NMR-Untersuchungen, in denen PLP mit dem synthetisch hergestellten Peptid 
der Sequenz WEKAKA umgesetzt wurde, deuteten jedoch nicht auf eine Schiff'sche-Base-Reaktion 
mit Lysin hin, sondern eher auf eine Iminbildung am N-Terminus des Peptids mit nachfolgender, 
zunächst unbekannter Bindungsknüpfung. 
Eine Literatur-Recherche ergab, dass exakt dieses Phänomen bereits 2008 von der Gruppe um 
Francis beschrieben wurde und für andere Aldehyde seit 2000 bekannt ist.
[232-234]
 Dabei reagieren 
Aldehyde wie PLP reversibel mit dem N-Terminus zu einem Imin (siehe Schema 25). Im Falle ei-
nes N-terminalen Tryptophans kann dieses in einer irreversiblen Pictet-Spengler-Reaktion mit dem 
Imin zum Peptid-Derivat 97 reagieren. 
 
 
Schema 25: Pictet-Spengler-Reaktion als unerwünschte Nebenreaktion am N-Terminus eines Peptids. 
Tabelle 2: Sequenzdesign für die Synthese der ersten Split-Bead-Peptid-Bibliothek sowie die gefundene 
Lead-Sequenz. 
Rationelles Sequenzdesign Lead-Sequenz 
 
X X K X X A 
X: A, L, G, F, W, K, R, E 
 
WEKAKA 
 
7 Entwicklung einer neuartigen, reversiblen Proteinmarkierung 
 
82 
 
Zur Vermeidung einer solchen unerwünschten Reaktion wurde in einer zweiten Synthese der Split-
Bead-Peptid-Bibliothek bei ansonsten identischer Durchführung zur ersten Synthese der 
N-Terminus acetyliert. Im darauffolgenden Bindungs-Assay konnten jedoch keine farbigen Beads 
erhalten werden. Ein zentrales Lysin in einer sechs Aminosäure langen Sequenz geht somit in wäss-
rigem PBS-Puffer bei pH = 7.4 keine stabile Imin-Bildung mit PLP ein. 
 
7.2 Rationelles Peptiddesign zur Bindung von Pyridoxalphosphat 
7.2.1 Theoretische Aspekte zur Bindung mit Pyridoxalphosphat 
Die ersten Versuche zur Identifikation einer PLP-bindenden Peptidsequenz stellten klar, dass eine 
stabile Iminbildung zwischen Lysin und PLP unter den verwendeten Bedingungen nicht möglich ist. 
Dies ist eine wichtige Erkenntnis, da somit davon ausgegangen werden kann, dass Lysine an Pro-
teinoberflächen mit PLP kein stabiles Imin bilden.  
Für eine stabile Bindung müssen neben der Iminbildung weitere Wechselwirkungen mit dem Peptid 
ausgebildet werden. Bei einer genauen Analyse von PLP konnten eine Reihe von funktionellen 
Gruppen identifiziert werden, die bei richtiger Adressierung, einen positiven Beitrag zur Bindungs-
stabilisierung leisten könnten. (siehe Abbildung 29): 
 Aldehyd: Dieser bildet mit dem ε-Amin des Lysins das kovalent gebundene Imin. Allge-
mein gilt meist: je elektronenschiebender der Substituent am Aldehyd, desto stabiler die re-
sultierende Schiff'sche Base.
[235]
 
 Hydroxy-Substituent: Die Hydroxygruppe stabilisiert das entstandene Imin durch die Aus-
bildung einer Wasserstoffbrückenbindung mit bis zu 3.0 kcal/mol.
[236]
 
 Methyl-Substituent: Der Buttressing-Effekt der Methylgruppe bewirkt eine sterische An-
näherung der Hydroxygruppe an das Imin. Dies stärkt die Wasserstoffbrückenbildung, wo-
durch letztlich das Imin weiter stabilisiert wird.
[237]
 
 Heteroaromat: Aufgrund des elektronenarmen Heteroaromaten wirkt eine 
π-π-Wechselwirkung mit einem elektronenreichen Aromaten stabilisierend. In Transamina-
sen erfolgt dies häufig durch Tryptophan und Phenylalanin. 
 Stickstoff im Heteroaromat: Unter physiologischen Bedingungen liegt der Stickstoff pro-
toniert vor und kann eine Wasserstoffbrückenbindung eingehen. In Transaminasen wird der 
Stickstoff meist durch Glutamat stabilisiert. 
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 C6-Position: PLP weist an dieser Position keinen Substituenten auf. Wird an dieser Stelle 
jedoch ein Rest eingefügt, so birgt dies zwei Vorteile. Zum einen kann das PLP-Derivat auf-
grund sterischer Aspekte nicht an das aktive Zentrum von Enzymen binden. Dadurch wird 
die Wahrscheinlichkeit einer toxischen Wirkung der neuen Markierung verringert. Zum an-
deren können durch weitere Reste neue Wechselwirkungen mit dem Peptid gebildet werden. 
 Phosphat-Gruppe: Der Phosphat-Rest ist zusammen mit der Hydroxygruppe der Substi-
tuent, der am meisten zur stabilen Iminbindung im aktiven Zentrum von Enzymen beiträgt. 
Dieser interagiert zwar nicht direkt mit der Schiff'schen Base, trägt aber aufgrund einer Rei-
he von positiven Wechselwirkungen mit Seitenketten im Protein zur hohen PLP-
Bindungsaffinität bei.
[236]
 
 
 
Die Stabilisierung der Iminbildung von PLP kann somit über eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst 
werden. Im weiteren Verlauf wurde diese Analyse für das Modellieren einer Lead-Sequenz verwen-
det. 
7.2.2 Modellierung einer Lead-Sequenz 
Modelling, also das Berechnen von Aufenthaltswahrscheinlichkeiten, birgt den großen Vorteil, eine 
anschauliche Idee der Wechselwirkung zwischen Molekülen zu bekommen. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde das Programm AutoDockVina verwendet.
[238]
 Dies ist ein Docking-Programm, das, ba-
sierend auf einem mathematischen Algorithmus, versucht, die energieärmste Position eines flexib-
 
Abbildung 29: Die Analyse von PLP zeigt eine Vielzahl möglicher Ziele zur Verbesserung der Stabilität der 
Iminbindung an ein Peptid. Die beiden wichtigsten Substituenten für eine stabile Bindung, der Aldehyd und 
das Phosphat, sind rot markiert. 
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len Moleküls in einem starren Protein zu finden. 
Die PLP-Analyse zeigte, dass eine zusätzliche positive Wechselwirkung von Peptid mit Phosphat zu 
einer Stabilisierung der Iminbindung führen kann. Aus diesem Grund wurde sich im weiteren Ver-
lauf auf eine Stabilisierung des Phosphatrestes durch das Peptid fokussiert. 
In der Literatur sind zahlreiche Phosphat-bindende Peptidsequenzen beschrieben, allerdings ist das 
Walker A-Motiv die Bedeutendste.
[239-250]
 Letzteres, benannt nach seinem Entdecker J. E. Walker, 
ist eine acht Aminosäure lange Sequenz und besitzt eine hoch konservierte 3D-Struktur.
[251]
 Die 
Sequenz ist wie folgt: 
SEQ1: G X X X X G K [T/S] 
In ATP und GTP bindenden Enzymen stabilisiert die Sequenz SEQ1 vor allem das β-Phosphat des 
Triphosphats. Für die GTPase H-ras p21 konnten Pai et al. per Kristallstruktur zeigen, dass das 
Peptidrückgrat der Sequenz sowie das ε-ständige Amin von Lysin essentiell für die Bindung von 
Phosphat sind (siehe Abbildung 30A).
[252]
 Häufig folgt dem Motiv C-terminal eine α-Helix, dessen 
Makrodipolmoment die negative Ladung des Phosphats zusätzlich stabilisieren kann.
[253-255]
 Weiter-
hin kann durch das im Walker A-Motiv enthaltene Threonin oder Serin ein Magnesiumkation am 
 
Abbildung 30: A) Kristallstruktur der GTPase H-ras p21 mit einem Nukleotid-Inhibitor (pdb-Code: 5p21). 
Das Walker A-Motiv sowie die C-terminale Helix sind rot gekennzeichnet und stabilisieren das β-Phosphat. 
B) Das synthetische Hexapeptid SGAGKT bildet mit dem Peptidrückgrat eine Art Wölbung aus, wodurch es 
Phosphationen binden kann. Abbildung 30B wurde übernommen von Morrow et al.
[258]
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Phosphat koordiniert werden. 
Die Gruppe um E. J. Milner-White zeigte, dass das synthetische Hexapeptid mit der Sequenz SEQ2 
SEQ2: S G A G K T 
aufgrund der NH-Gruppen des Peptidrückgrats eine Art Wölbung ausbildet und damit Phosphat-
Ionen binden kann (Abbildung 30B).
[256]
 Die Änderung der freien Enthalpie ΔG der Bindung von 
Phosphat an das Hexapeptid beträgt ca. −4 kcal/mol, hauptsächlich verursacht durch entropische 
Effekte.
[257]
 In Enzymen kann durch Stabilisierung von Phosphatgruppen eine Änderung der freien 
Enthalpie ΔG von bis zu −12 kcal/mol erhalten werden.
[258]
 
Basierend auf den Sequenzen SEQ1 und SEQ2 wurde nun eine PLP-bindende Sequenz entworfen. 
Hierzu wurde C-terminal ein weiteres Lysin zur Ausbildung der Schiff'schen Base eingefügt. Wei-
terhin wurden sechs konsekutive Alanine zur Ausbildung einer α-helikalen Struktur zur weiteren 
Phosphat-Stabilisierung eingefügt. Die somit rationell designte Sequenz SEQ3 lautet wie folgt: 
SEQ3: G
1
 X
2
 X
3
 G
4
 A
5
 G
6
 K
7
 S
8
 K
9
 A
10
 A
11
 A
12
 A
13
 A
14
 A
15
 
Für Docking-Studien wird generell eine 3D-Struktur des starren Proteins benötigt. Meist wird hier-
zu auf Kristallstrukturen des jeweiligen Proteins zurückgegriffen. 
Zur Generierung einer 3D-Struktur der rationell designten Sequenz SEQ3 wurde die Kristallstruk-
tur von GTPase H-ras p21 von Pai et al. (siehe Abbildung 30A) verwendet und entsprechend an-
gepasst.
[252]
 Das Peptidrückgrat sowie die Position des Magnesiumkations wurden übernommen und 
Seitenketten nichtübereinstimmender Aminosäuren entsprechend angeglichen. Das Magnesiumkati-
on wurde aus dem Grund übernommen, da es in der Kristallstruktur von GTPase H-ras p21 das 
γ-Phosphat durch ionische Wechselwirkungen zusätzlich stabilisiert. Diese Stabilisierung sollte 
nach Möglichkeit auch für die Bindung zu PLP ausgenutzt werden. Die Positionen X
2-3
 wurden in 
den Rechnungen mit verschiedenen Aminosäuren erprobt. Ferner wurden während der Rechnung 
sämtliche Seitenketten als flexibel gesetzt, d.h. sie konnten ihre Positionen jederzeit anpassen. Le-
diglich das Peptidrückgrat sowie das Magnesiumkation blieben starr. Das PLP-Molekül agierte als 
Inhibitor und konnte sämtliche Positionen einnehmen. 
Die ersten Modelling-Studien wurden ohne kovalente Bindung zwischen K
7
 und PLP durchgeführt. 
In allen energetisch günstigsten Resultaten positionierte sich die Phosphatgruppe in das Wal-
ker A-Motiv. Die Abstände zu Wechselwirkungspartnern, z.B. zwischen K
7
 und den NH-Gruppen 
des Peptidrückgrats, entsprachen Wasserstoffbrückenbindungen. Zusätzlich waren die 
PLP-Formylgruppe und das ε-Amin von K
9
 häufig in räumlicher Nähe. Dies würde die Reaktion 
und somit die Bildung der Schiff'schen Base begünstigen. 
In weiteren Studien wurde untersucht, ob nach Bildung der Schiff'schen Base sich der Phosphat-
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Rest weiterhin in die Peptid-Wölbung ausrichten und somit stabilisiert werden kann. Denkbar wäre 
eine ungünstige geometrische Konformation des PLP-Lysin-Addukts, der diese Ausrichtung des 
Phosphats verhindert. Für diese Studie wurde eine kovalente Iminbindung zwischen K
9
 und PLP 
installiert. PLP agierte als modifizierter, aber flexibler Lysinrest. Ein Wassermolekül wurde in die-
ser Studie als Dummy-Inhibitor verwendet und hatte keinen Einfluss auf die Resultate. In den ener-
getisch besten Ergebnissen positionierte sich die Phosphatgruppe exakt wie in den vorherigen Stu-
dien in das Walker A-Motiv. Der Phosphat-Rest kann sich somit auch nach erfolgter Iminbildung in 
die Peptid-Wölbung ausrichten. 
Zusätzlich wurde in den Docking-Studien anstelle von PLP dessen Derivat PPADS verwendet. Dies 
lag nahe, da PPADS auch im Bindungsassay zur Identifikation einer Lead-Sequenz benutzt wurde. 
Hierbei stellte sich heraus, dass die Sequenz 
SEQ4: G
1
 A
2
 G
3
 W
4
 A
5
 G
6
 K
7
 S
8
 K
9
 A
10
 A
11
 A
12
 A
13
 A
14
 A
15
 
besonders gute Resultate bezüglich der Position von PPADS im Peptid zeigte (siehe Abbildung 
31). Lediglich die Aminosäuren der Positionen 2-4 sind gegenüber der designten Sequenz SEQ3 
angepasst. Die Phosphatgruppe liegt zentral im Walker A-Motiv umgeben von Magnesiumkation, ε-
Amin von K
7
 und den NH-Gruppen des Peptidrückgrats. Zwischen Phosphat- und Walker A-Motiv-
Gruppen können sich elf Wasserstoffbrückenbindungen mit Abständen zwischen 2.4 Å und 3.1 Å 
ausbilden. Dies sind ideale Abstände für Wasserstoffbrückenbindungen.
[259]
 Das Magnesiumkation 
wird neben der Phosphatgruppe auch durch das Serin S
8
 stabilisiert. Zusätzlich erfolgt eine π-π-
Wechselwirkung zwischen dem elektronenarmen Phenyl-Substituenten von PPADS und Trypto-
phan. Der Abstand zwischen beiden beträgt 3.6 Å und liegt exakt in der Definition einer face-to-
face-π-π-Wechselwirkung (3.3 Å - 3.8 Å).
[260]
 Weiterhin ist die Anordnung des ortho-Sulfonat-
Substituenten von PPADS in Richtung des Lösungsmittels entropisch ideal. Der unsubstituierte und 
daher hydrophobe Teil des Phenyl-Rest schirmt einen Teil des hydrophoben Peptids ab. Die beiden 
hydrophilen Sulfonat-Substituenten könnten im realen Experiment über Wasserstoffbrückenbindun-
gen mit Wassermolekülen wechselwirken und somit entropisch zu einer hohen Bindungsaffinität 
von PPADS zum Peptid beitragen. 
Somit konnte durch rationelle Design eines Bindungsmotivs sowie dessen weitere Optimierung 
durch Modelling-Studien die Lead-Sequenz SEQ4 für ein PLP-bindendes Peptid identifiziert wer-
den. 
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7.2.3 Synthese einer rationell-designten Peptid-Bibliothek 
Im Folgenden wurde zusammen mit S. Thallmair (AK Carell) ein Sequenzdesign für die Synthese 
der Split-Bead-Bibliothek basierend auf den Ergebnissen der Docking-Studien bestimmt (siehe Ta-
belle 2), die Bibliothek anschließend synthetisiert, evaluiert und die Sequenzen positiver Treffer 
massenspektrometrisch aufgeklärt. 
Für die Synthese der Split-Bead-Bibliothek wurde die Lead-Sequenz SEQ4 verwendet. Allerdings 
wurden an mehreren Positionen verschiedene Aminosäuren erprobt, sodass eine Vielzahl leicht un-
terschiedlicher Sequenzen in situ untersucht werden konnte. An Position 3 und 4 wurden neben 
Glycin und den aromatischen Aminosäuren Histidin und Tryptophan auch Aspartat eingebaut. Mög-
licherweise kann letzteres an diesen Positionen mit dem Stickstoff des PLP in Form von ionischen 
Wechselwirkungen interagieren. An Position 7 wurde zur Phosphat-Bindung auch die basische 
Aminosäure Arginin verwendet. Serin und Threonin wurden an Position 8 eingebaut. An Position 10 
und 15 wurde durch die zusätzliche Verwendung von Glutamat und Arginin neben Alanin die Stabi-
lisierung der α-Helix durch ionische Wechselwirkungen erprobt. 
 
 
Abbildung 31: Modelling-Resultat für PPADS mit kovalenter Iminbindung an K
9
. Das Peptidrückgrat ist 
rot gekennzeichnet. A) Das Phosphat bindet sehr gut in die durch das Walker A-Motiv gebildete Wöl-
bung. Zusätzlich weisen die hydrophilen Sulfonat-Substituenten zum Lösungsmittel hin und begünstigten 
somit entropisch die Bindung von PPADS. B) Die angezeigten Abstände deuten auf stabilisierende Wech-
selwirkungen mit dem Peptid hin. 
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Die Synthese dieser Split-Bead-Bibliothek mit N-terminaler Acetylierung, die Bindungs-Assays 
sowie die Sequenzaufklärung wurden von S. Thallmair (AK Carell) durchgeführt. 
Bemerkenswerterweise konnten in einem N-terminal-acetylierten Bindungs-Assay erstmals, neben 
farblosen und gelblichen Beads, auch stark dunkelrote Beads beobachtet werden (siehe Schema 
24). Dies war ein erstes Indiz für eine starke Bindungsaffinität zwischen PPADS und Peptid. In der 
nachfolgenden massenspektrometrischen Sequenzaufklärung konnte festgestellt werden, dass die 
modellierte Lead-Sequenz tatsächlich eine der am häufigsten isolierten Peptidsequenzen war. Neben 
dieser wurde die sehr ähnliche Sequenz mit der Aminosäuren Histidin an Position 3 und seltener 
auch die Peptidsequenz mit Aspartat an Position 4 erhalten.  
Aus den erhaltenen Sequenzen wird deutlich, dass Lysin an Position 7 bzw. Serin an Position 8 ge-
genüber Arginin bzw. Threonin deutlich zu bevorzugen sind. Weiterhin tragen Glutamat und Argi-
nin nicht zu einer Stabilisierung der α-Helix bei bzw. wechselwirken in einer ungünstigen Weise mit 
anderen Teilen des Peptids. 
Somit konnten auf Basis der rationell-designten Lead-Sequenz SEQ4 erstmals erfolgreich drei 
PPADS-bindende Peptidsequenzen identifiziert werden. 
Im Folgenden werden die durchgeführten Synthesestudien zu neuartigen PLP-Derivaten beschrie-
ben. Danach werden die umfangreichen Untersuchungen bezüglich der Charakterisierung und Ana-
lyse der Reaktion zwischen PLP-Derivaten und verschiedenen Peptiden erläutert. 
  
Tabelle 3: Sequenzdesign der Split-Bead-Bibliothek sowie die besten Resultate des Bindungs-Assays. 
Sequenzdesign für Split-Bead-Bibliothek Häufigste Ergebnisse  
  
Ac-G
1
 A
2
 (X1)
3
 (X1)
4
 A
5
 G
6
 (X2)
7
 (X3)
8
 K
9
 - 
(X4)
10
 A
11
 A
12
 A
13
 A
14
 (X4)
15
 
  
 X1: G, W, H, D 
 X2: K, R 
 X3: S, T 
 X4: A, R, E 
 
 
 Ac-GAGWAGKSKAAAAAA 
 Ac-GAHWAGKSKAAAAAA 
 Ac-GAGDAGKSKAAAAAA 
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7.3 Studien zur Synthese neuer PLP-Derivate 
Ziel dieser Proteinmarkierungsmethode war die reversible Markierung mit modifizierbaren Aldehy-
den. Da als Aldehyd das PLP verwendet wurde, galt es, mögliche Strategien zu dessen Modifizie-
rung zu entwickeln. Von besonderem Interesse war zum einen die Einführung eines Alkin-Restes als 
Edukt einer bioorthogonalen Click-Reaktion. Zum anderen sollte die Stabilität des lichtempfindli-
chen PPADS durch Variation der Phenyl-Substituenten und durch Austausch der Stickstoffe der 
Azo-Funktionalität durch Kohlenstoffe erhöht werden.  
PLP wird synthetisch meist aus Pyridoxin hergestellt. Für letzteres sind mehrere industrielle Syn-
theseverfahren bekannt.
[261-263]
 Die selektive Oxidation der C4-Hydroxygruppe zum Aldehyd wird 
durch MnO2 in wässriger Schwefelsäure ermöglicht (siehe Schema 26). Dies ist zugleich die einzi-
ge in der Literatur beschrieben Oxidationsvariante.
[264-266]
 Der Aldehyd wird danach mit einem 
Amin, meist einem Anilin-Derivat, als Schiff'sche Base 99 geschützt. Zur Einführung der Phosphat-
gruppe in C5-Position wird häufig Phosphorpentoxid in Phosphorsäure oder die Phosphoramidit-
Chemie verwendet. Die anschließende Umsetzung mit Salzsäure resultiert in freiem PLP.  
 
Der Wechsel in der Syntheseabfolge, also die Phosphorylierung gefolgt von der MnO2-Oxidation, 
ist kaum beschrieben.
[267,268]
  
Die PLP-Analyse in Kapitel 7.2.1 auf Seite 82 zeigte, dass lediglich die Position C6 im PLP für 
weitere Modifikationen zur Verfügung steht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich daher ausschließ-
lich auf Synthesestudien zur Modifikation dieser Position fokussiert. Trotz zeitlich langer Bekannt-
heit von PLP konnten in einer Literatur-Recherche lediglich fünf unterschiedliche funktionelle 
Gruppen als C6-Modifikation gefunden werden (SciFinder-Recherche 07.03.2016). Der Azo-
Substituent wird mit über 300 Referenzen am häufigsten beschrieben. So finden sich 95 Synthesen 
zu verschiedenen Azo-modifizierten PLP-Derivaten, die als vielversprechende P2X-Rezeptor-
Antagonisten galten.
[269-271]
 Aufgrund nicht ausreichender Selektivität hat die Suche nach neuen 
 
Schema 26: Literaturbekannte Synthesen von PLP (94) ausgehend von Pyridoxin (98).
[264-266]
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Azo-PLP-Derivaten ab Mitte der 2000er stark nachgelassen.  
In Schema 27 ist eine beispielhafte Synthese zum Azo-PLP-Derivat PPADS (93) dargestellt.
[271]
 
Startmaterial ist das Anilin-2,4-disulfonat, welches zunächst mit NaNO2 zum entsprechenden Dia-
zoniumsalz umgesetzt wird und anschließend mit PLP zu PPADS reagiert. 
 
Für Untersuchungen zum Einfluss der Phenyl-Substitutionen auf die Iminbindung stellte S. Becker 
(AK Carell) in Anlehnung an die beschriebenen Synthesen einige Azo-PLP-Derivate her. Auf diese 
wird im Folgenden Kapitel zur Evaluation der Bindungsaffinität näher eingegangen. 
Zu den anderen vier C6-Modifikationen konnten zwar insgesamt 33 Referenzen gefunden werden, 
Synthesewege wurden allerdings nicht beschrieben. Sie stammen zumeist aus den Jahren 1950-70. 
Falls überhaupt erwähnt, so wurde die Verbindung durch andere Arbeitskreise zur Verfügung ge-
stellt. So betreffen 19 Referenzen einen Methyl-Rest, zwölf Referenzen ein Halogenid (F, Cl, Br), 
eine Referenz einen PEG-Substituenten und eine weitere einen Benzylrest. 
Im Falle des PLP-Derivats Pyridoxal ergab die Literatur-Recherche nach C6-Modifikationen zwei 
Synthesen zu den entsprechenden Azo-Derivaten und fünf von Kim et al. beschriebene Synthesen 
zu Benzyl-, Phenyl- und Vinyl-Derivaten.
[272]
 Im Falle des PLP-Derivats Pyridoxin wurden zahlrei-
che z.T. sehr unterschiedliche C6-Modifikationen und deren Synthesen gefunden.  
 
In Anlehnung an literaturbekannte Synthesen zu Pyridoxal und Pyridoxin sollte eine Syntheseroute 
zu C6-Alkin und -Vinylbenzol modifizierter PLP-Derivate entwickelt werden. Das retrosynthetische 
Schema hierzu ist in Schema 28 dargestellt. Das Intermediat 103 stellte einen wichtigen Baustein 
dieser Synthese dar. Dieses sollte durch eine Sonogashira-Kupplung mit nachfolgender saurer Ent-
schützung des Ketals, Phosphonylierung und MnO2-Oxidation im Alkin-Derivat 101 resultieren. 
Das Vinylbenzol-Derivat 102 sollte ausgehend von Intermediat 103 in einer Suzuki- mit nachfol-
gender Heck-Kupplung, sauren Entschützung, Phosphonylierung und MnO2-Oxidation hergestellt 
werden. Das Intermediat 103 sollte nach literaturbekannter Vorschrift aus Pyridoxin (98) hergestellt 
werden. 
 
Schema 27: Literaturbekannte Synthese von PPADS (93) per Azokupplung.
[271]
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Die Studien zur Synthese der PLP-Derivate 101 und 102 sind in Schema 29 dargestellt. In Anleh-
nung an die Vorschriften von Yu et al. und Korytnyk et al. wurde Pyridoxin mit elementarem Iod 
umgesetzt und nachfolgend die Hydroxygruppen an Position 3 und 4 mit 2,2-Dimethoxypropan als 
Ketal geschützt. Das Pyridoxin-Derivat 103 konnte so im 20 g Maßstab erhalten werden.
[273-275]
 
Mittels Palladium-katalysierter Sonogashira-Kupplung konnte Oktadiin in das Molekül mit guten 
Ausbeuten von 63% eingeführt werden.
[276,277]
 Nach Phosphonylierung mit PCl3 und saurer Keta-
lentschützung mit 10%iger Ameisensäure konnten nach präperativer HPLC-Aufreinigung 6% des 
Pyridoxin-Derivats erhalten werden. Die finale MnO2-Oxidation zum PLP-Alkin-Derivat 101 resul-
tierte auch unter Verwendung verschiedener Vorgehensweisen immer in einer Oxidation zur Car-
bonsäure sowie langsamer Zersetzung des Pyridoxin-Derivats.
[266]
 Das PLP-Alkin-Derivat 101 
konnte daher nicht erhalten werden. 
Für die Darstellung des Vinylbenzol-Derivats 102 wurde das Pyridoxin-Derivat 103 in einer Suzuki-
Kupplung zum Vinyl-Derivat und in der anschließenden Heck-Kupplung mit p-Iodnitrobenzol zum 
Vinylbenzol-Derivat mit akzeptablen Ausbeuten (99% bzw. 30%) umgesetzt. Die Einführung des 
Phosphonats wurde zur einfacheren Reaktionsdurchführung mit Di-tert-butyl-N-N-
diisopropylphosphoramidit mit nachfolgender sauren Entschützung durchgeführt und das Produkt 
per präperativer HPLC aufgereinigt. Die finale MnO2-Oxidation resultierte wieder in der Oxidation 
zur Carbonsäure und einer Zersetzung des Edukts. Auch hier wurden neben kommerziell erhältli-
 
Schema 28: Retrosynthetisches Schema zur Synthese von C6-Alkin und -Vinylbenzol modifizierter PLP-
Derivaten. 
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chem MnO2 auch aus KMnO4 frisch hergestelltes MnO2 sowie verschiedene Reaktionsbedingungen 
erprobt. Das Vinylbenzol-Derivat 102 konnte letztlich nicht erhalten werden. 
 
Zusammenfassend zeigte sich in den Studien zur Synthese der PLP-Derivate 101 und 102, dass die 
C6-Modifizierung kein Problem darstellt, jedoch die finale MnO2-Oxidation zum Aldehyd nicht 
möglich scheint. Vielmehr konnte neben der Zersetzung des Edukts die Oxidation zur Carbonsäure 
beobachtet werden. 
Die Oxidation eines C6-modifizierten Pyridoxins zum entsprechenden Aldehyd ist trotz zahlreicher 
Synthesen zu Pyridoxin-Derivaten komplett literaturunbekannt. Die Vermutung liegt nahe, dass die 
C6-Modifikation die elektronischen Eigenschaften der C4-Hydroxygruppe derart beeinflusst, dass 
eine selektive Oxidation zum Aldehyd nicht stattfindet. Ferner ist auch ein negativer Einfluss des 
Phosphat-Rests denkbar. 
Da keine detaillierten Reaktionsuntersuchungen unternommen wurden, ist die Machbarkeit der 
Oxidation jedoch nicht ausgeschlossen. 
Im weiteren Verlauf der Synthesestudien wurde sich darauf fokussiert die problematische Oxidation 
gänzlich zu vermeiden und durch Verwendung von Pyridoxal (104) als Startmaterial die Aldehyd-
 
Schema 29: Studien zur Synthese der C6-Alkin- (101) und C6-Vinylbenzol- (102) modifizierten PLP-
Derivaten. 
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Funktionalität bereits von Beginn an im Molekül zu haben. 
Kim et al. beschrieben 2000 die Möglichkeit einer C6-Modifikation durch Vinylierung eines akti-
vierten Pyridoxal-Derivats.
[272]
 Die weitere Substitution des Vinyl-Derivats ist durch eine Heck-
Kupplung möglich.  
Diese Modifizierungsreaktion diente für die in Schema 30 dargestellte Synthesestudie als Schlüs-
selschritt zur Funktionalisierung der Position C6. Aufgrund literaturbekannter Probleme der C5-
Phosphorylierung bei gleichzeitig vorliegendem Aldehyd wurden letzterer und die freien Alkohol-
gruppen des Pyridoxals zunächst orthogonal als Acetal bzw. Pivaloylester geschützt. Die nachfol-
gende Oxidation mit mCPBA resultierte in hohen Ausbeuten (10 g Maßstab) in Pyridoxal-Derivat 
105. In Anlehnung an die Vorschrift von Kim et al. wurde 105 zunächst mit Isobutylchlorformiat 
zum aktivierten N-isobutoxycarbonyloxypyridoxal-Derivat und anschließend mit dem Vinyl-
Grignard-Reagenz zum Vinylpyridoxal-Derivat umgesetzt. Die nachfolgende Heck-Kupplung nach 
Schmidt et al. mit Diazoniumphenyl-2,5-disulfonat-Salz (bereitgestellt von S. Becker, AK Carell) 
 
Schema 30: Synthesestudien zum Vinylbenzol-PLP-Derivate 108. Die Einführung der C6-Modifikation 
mittels Aktivierung des Pyridoxals mit mCPBA und Isobutylchlorformiat und nachfolgender Umsetzung mit 
dem Vinyl-Grignard-Reagenz erfolgten in Anlehnung an eine Vorschrift von Kim et al.
[272]
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resultierte im Vinylbenzol-Derivat 106 mit akzeptablen Ausbeuten.
[278]
 Die selektive Entschützung 
der primären Hydroxygruppe gelang mit K2CO3 in Methanol. Die nachfolgende Phosphorylierung 
unter Verwendung eines Phosphoramidits scheiterte in ersten Versuchen. Auch in weiteren Versu-
chen durch S. Becker (AK Carell) gelang keine erfolgreiche Phosphorylierung. Es konnte lediglich 
eine langsame Zersetzung des Startmaterials beobachtet werden. Möglicherweise ist die Hydroxyg-
ruppe aufgrund der C6-Modifikation sterisch schlecht zugänglich. Aufgrund der begrenzten Anzahl 
an Versuchen und Variationen bedeutet dies jedoch nicht, dass die Phosphorylierung unmöglich ist. 
Weitere Alternativen sind z.B. die oben erwähnte Verwendung von Phosphorpentoxid in Phosphor-
säure. 
Nach einer erfolgreichen Phosphorylierung müsste zum Erhalt des PLP-Derivats 108 lediglich der 
Pivaloylester mit konz. Ammoniak sowie das Acetal mit Ameisensäure gespalten werden. 
 
Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass eine C6-Modifikation von PLP 
synthetisch sehr anspruchsvoll und deswegen größtenteils literaturunbekannt ist. Einzig die Modifi-
zierung von PLP als Startmaterial mit Diazoniumsalzen zu den entsprechenden Azo-PLP-Derivaten 
ist schnell und mit zahlreichen Diazonium-Derivaten durchführbar. Der sukzessive Aufbau der PLP-
Funktionalitäten (Aldehyd, Phosphat) nach Einführung der C6-Modifikation ist dagegen langwierig 
und kompliziert. Im Rahmen dieser ersten Synthesestudien war der Erhalt einer C6-Alkin- bzw. C6-
Vinylbenzol-Modifikation nicht möglich. Aus diesem Grund wurden die im Folgenden beschriebe-
nen Bindungsstudien ausschließlich mit Azo-PLP-Derivaten durchgeführt. 
 
7.4 Charakterisierung der Peptid-PLP-Derivat-Bindung 
Anhand der Split-Bead-Bibliothek konnten drei Peptid-Sequenzen identifiziert werden, die mit 
PPADS ein stabiles Imin bilden. Für den Nachweis und die umfangreiche Charakterisierung der 
Bindung wurden zahlreichen Studien mittels HPL-Chromatografie, NMR-Spektroskopie und Mas-
senspektrometrie unternommen. 
7.4.1 HPLC-Bindungsstudien 
Mithilfe der HPL-Chromatografie kann der Reaktionsfortschritt der Iminbildung aufgrund unter-
schiedlicher Retentionszeiten von Edukt und Produkt beobachtet werden. Die für diese Versuche 
verwendeten Peptide wurden von S. Thallmair (AK Carell) bereitgestellt. PLP und dessen Derivate 
Pyridoxal und PPADS wurden kommerziell erworben. Weitere Azo-PLP-Derivate wurden von S. 
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Becker und Dr. M. Dejmek (AK Carell) bereitgestellt. 
Untersuchung zur Bindungsaffinität: 
In ersten Studien zur Charakterisierung der Iminbildung wurden verschiedene Konzentrationen an 
PLP-Derivat ([S]) und 500 µM Peptid in PBS-Puffer mit 10 mM MgCl (pH = 7.4) für eine Stunde 
bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die entstandene Iminbindung mit 100 Äq. NaBH4 bzgl. 
Peptid zum stabilen sekundären Amin reduziert (zwei Stunden, 37 °C) und die erhaltene Reakti-
onsmischung per HPL-Chromatografie analysiert (siehe Abbildung 32).  
Abbildung 32A stellt zwei der verwendeten Peptide PEP1 und PEP2 dar, welche sich lediglich im 
sechs Alanin-haltigen C-Terminus unterscheiden. Theoretischen Überlegungen zufolge sollte das 
Makrodipolmoment der sich aufgrund der Alanine ausbildende α-helikale Struktur den Phosphat-
 
Abbildung 32: Daten zur HPLC-Bindungsstudie. A) Die verwendeten Peptide PEP1 und das um sechs Ala-
nine verkürzte PEP2. B-D) Michaelis-Menten-artige Kinetik sowie die errechnete Ausgleichskurve (rot) für 
verschiedene PLP-Derivate bzgl. PEP1. Nur PPADS (93, B) zeigte einen vollständigen Reaktionsumsatz und 
besitzt einen KD-Wert von 227 µM. Bei PLP (94, (C)) stellte sich bei ca. 65% Reaktionsumsatz ein Gleich-
gewicht ein. Im Falle von Pyridoxal (104, D) konnte keine Bindung beobachtet werden. E-F) Michaelis-
Menten-artige Kinetik sowie die errechnete Ausgleichskurve (rot) für verschiedene PLP-Derivate bzgl. 
PEP2. PPADS (93, E) zeigte einen bzgl. PEP1 höheren KD-Wert von 535 µM. Bei PLP (94, (F)) stellt sich 
das Gleichgewicht ca. 50% früher ein. 
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Rest des PLP stabilisieren und somit die Iminbildung begünstigen. Die Daten der HPLC-
Bindungsstudien sind in Abbildung 32B-F dargestellt. 
Mittels HPLC konnte der Umsatz der Schiff'schen Base Reaktion bei variierender PLP-Derivat-
Konzentration analysiert werden. Die erhaltenen Datenpunkte wurden in Form der Michaelis-
Menten-artigen Kinetik dargestellt, d.h. Konzentration an ungebundenem PLP-Derivativ (Substrat, 
[S]) in der Lösung als x-Achse und Konzentration an Peptid-PLP-Derivat-Verbindung (Enzym-
Substrat-Komplex [ES]) als y-Achse. Die hierfür benötigten mathematischen Umformungen der 
gemessenen HPLC-Daten sind im Experimentalteil beschrieben.  
Die mittels Michaelis-Menten-Gleichung entlang der enthaltenen Datenpunkte errechnete Aus-
gleichskurve (rot) erhielt in den meisten Fällen nur sehr kleine Residuen und unterstützt die An-
nahme, dass eine Michaelis-Menten-artige Kinetik vorliegt. Bei vollständigem Umsatz ([ES] = 
0.5 mM) ermöglicht dies zusätzlich die Berechnung der Dissoziationskonstanten KD.  
Bei Verwendung der Michaelis-Menten-artigen Kinetik werden allerdings drei Annahmen gemacht.  
 Die Reaktion befindet sich nach einer Stunde vollständig im Gleichgewicht. Dies konnte in 
weiteren Experimenten (s.u.) bestätigt werden.  
 Die Imin-Reduktion durch NaBH4 hat keinen Einfluss auf das Reaktionsgleichgewicht. Dies 
ist in der Literatur akzeptiert.
[279,280]
 
 Es bildet sich nur ein Produkt. Denkbar wäre auch, dass beide im Peptid enthaltenen Lysine 
mit dem PLP-Derivat reagieren. Der Erhalt einer Sättigungskurve unterstützt allerdings die 
Annahme, dass nur ein Produkt entsteht. Dies konnte in weiteren Experimenten (s.u.) auch 
nachgewiesen werden. 
 
Abbildung 32B stellt die Umsetzung von PPADS (93) mit PEP1 dar. Bemerkenswerterweise konn-
te bei fünf Äquivalenten PPADS bereits ein vollständiger Umsatz zum Imin-Produkt beobachtet 
werden. PLP hingegen zeigte zwar einen ähnlichen Kurvenverlauf, allerdings erfolgte eine Sätti-
gung bereits bei etwa 50% des Umsatzes (Abbildung 32C). Wurde PLP ohne Phosphat-Rest ver-
wendet (Pyridoxal), so konnte kein Reaktionsumsatz detektiert werden (Abbildung 32D). 
Bei Umsetzung des kürzeren Peptids PEP2 mit PPADS wurde ein zweimal höherer KD-Wert als bei 
PEP1 erhalten. Bei Verwendung von PEP2 und PLP trat eine Sättigung bereits bei einem Reakti-
onsumsatz von ca. 25% ein (Abbildung 32E-F).  
Basierend auf den vorliegenden Daten (Abbildung 32) kann auf das Folgende geschlossen werden: 
1. Wird Pyridoxal, also PLP ohne Phosphat, verwendet, so ist die Gleichgewichtskonstante K 
der Schiff'schen Basen-Reaktion von Lysin und Aldehyd unter den verwendeten Bedingun-
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gen sehr klein (K ≪ 1). Das chemische Gleichgewicht liegt auf Seiten der Edukte. Die Im-
inbindung ist ohne weitere Wechselwirkungsmöglichkeiten nicht stabil. (Abbildung 32D). 
2. Die zusätzliche Phosphat-Wechselwirkung von PLP mit PEP1 führt zu einer Stabilisierung 
des entstandenen Imins. Die Änderung der freie Enthalpie des Produktes ΔG und somit das 
chemische Gleichgewicht der Reaktion wird durch diese Wechselwirkung zu Gunsten des 
Produkts beeinflusst. Allerdings tritt bei ca. 50% des Umsatzes eine Sättigung der Iminbil-
dung ein (Abbildung 32C).  
3. Die C6-Modifizierung bewirkt aufgrund von elektronischen und sterischen Effekten eine 
solche Stabilisierung des Imins, dass ein vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet werden 
kann (Abbildung 32B). 
4. Die C-terminalen Alanine begünstigen die Iminbildung wahrscheinlich aufgrund der Stabili-
sierung des negativ-geladenen Phosphatrestes durch Ausbildung eines α-helikalen Struktur-
elements (Abbildung 32E-F). 
 
Im weiteren Verlauf des Projekts wurden die Dissoziationskonstanten KD sämtlicher synthetisierte 
Azo-PLP-Derivate gegenüber verschiedenen Peptiden ermittelt. Eine Übersicht der PLP-Derivate, 
die einen messbaren KD-Wert besitzen, ist in Tabelle 4 dargestellt. 
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Bei Analyse der Tabelle 4 ist auffällig, dass speziell PEP3 eine besonders hohe Affinität gegenüber 
den PLP-Derivaten zeigt. Für die PLP-Derivate 93, 110, 111 konnten zweistellige mikromolare KD-
Werte bestimmt werden. 112 wurde bislang mit einer Dissoziationskonstante KD von 4 ± 3µM als 
bester Binder ermittelt (siehe Abbildung 33).  
Tabelle 4: Auflistung von Peptiden und PLP-Derivaten, deren KD-Wert bestimmt werden konnte.  
PLP-Derivat  KD PLP-Derivat  KD 
Ac-GADWAGKSKAAAAAA-NH2 (PEP4) 
 
2560 ± 590 µM   
Ac-GAGWAGKSKAAAAAA-NH2 (PEP1) 
 
227 ± 51 µM 
 
70 ± 13 µM 
Ac-GAGWAGKSK-NH2 (PEP2) 
 
535 ± 58 µM   
Ac-GAHWAGKSKAAAAAA-NH2 (PEP3) 
 
45 ± 10 µM 
 
93 ± 16 µM 
 
88 ± 21 µM 
 
4 ± 3 µM 
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Die Dissoziationskonstanten für PLP und dessen bindende Enzyme sind je nach Art der Biotrans-
formation stark unterschiedlich. So werden in der Literatur KD-Werte im Bereich von 1 nM (4-
Aminobutyrat-Amintransferase) bis 1.42 µM (Cystathionase) beschrieben.
[281-284]
 In diesen Enzy-
men wird PLP in einer dreidimensionalen Tasche mit zahlreichen Seitenketten stabilisiert. 
Insofern ist es bemerkenswert, dass bereits das 15 Aminosäure-haltige Peptid PEP3 das PLP-
Derivat 112 mit einem KD-Wert von ca. 4 ± 3µM bindet und somit dessen Bindungsaffinität mit we-
nig affinen PLP-Enzymen nahezu vergleichbar ist. 
 
Während der HPLC-Bindungsstudien wurde festgestellt, dass eine NaBH4-Reduktion für die elekt-
ronenreicheren PLP-Derivate 110, 111, 112 zu PEP3 nicht nötig ist. Die Schiff'sche Base dieser 
PLP-Derivate ist derart stabil, dass sie in der HPL-Chromatografie detektiert werden kann. Zukünf-
tig kann somit auf die NaBH4-Behandlung während der Affinitätsuntersuchung verzichtet werden. 
Darüber hinaus wurde beobachtet, dass auch die Azogruppe der elektronenreicheren PLP-Derivate 
wie 110, 111, 112 durch die NaBH4-Behandlung nicht reduziert wird. Die Peptid-Markierung blieb 
somit vollständig intakt. Dies war für PPADS nicht der Fall. 
Untersuchungen zum Ablauf der Reaktion: 
Im weiteren Verlauf der HPLC-Bindungsstudien wurde der Ablauf der Reaktion eingehend charak-
terisiert. Aufgrund der Stabilität während der HPL-Chromatografie wurde für diese Untersuchungen 
das Peptid PEP3 und das PLP-Derivat 110 verwendet (siehe Abbildung 34). 
Zunächst sollte nachgewiesen werden, dass der erhaltene Reaktionsumsatz tatsächlich auf einer 
reversiblen Iminbildung beruht und eine unbekannte C-C-Bindungsknüpfung ausgeschlossen ist. 
 
Abbildung 33: Anhand der Daten der HPLC-Bindungsstudien konnte mittels Michaelis-Menten-artiger Ki-
netik die Ausgleichskurve (rot) und somit die Dissoziationskonstante KD verschiedener PLP-Derivate gege-
nüber PEP3 bestimmt werden. Die dargestellten PLP-Derivate zeigen bemerkenswert niedrige mikromolare 
KD-Werte. 
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Hierzu wurde PEP3 mit fünf Äquivalenten 110 für eine Stunde bei 37 °C inkubiert, sodass ein voll-
ständiger Umsatz zum entsprechenden Imin stattfand. Daraufhin wurden verschiedenen Ansätzen je 
eine unterschiedliche Menge an Ethylendiamin zugefügt, die Reaktionsmischung für eine Stunde 
bei 37 °C inkubiert und anschließend per HPL-Chromatografie analysiert (siehe Abbildung 34B). 
Es zeigte sich, dass ab ca. 20 Äquivalenten Ethylendiamin vollständig freies Peptid vorliegt. Ob 
Ethylendiamin mit PLP-Derivat 110 zu einem zyklischen Aminal oder einem Hemiaminal reagiert, 
müssen zukünftige Experimente zeigen. Entscheidend ist jedoch, dass die Peptid-Markierung rever-
sibel ist und eine C-C-Bindungsknüpfung ausgeschlossen werden kann. 
 
Des Weiteren wurde im Rahmen einer Job-Plot-Untersuchung die Stöchiometrie der Peptid-
Markierung bestimmt (siehe Abbildung 34B). Hierbei werden in verschiedenen Ansätzen die Mol-
fraktionen der Bindungspartner PEP3 und 110 bei konstanter Gesamt-Konzentration variiert. Die 
Produktbildung wurde durch HPL-Chromatografie analysiert und gegen den Molbruch von 110 
aufgetragen. Der Molbruch am Maximum korrespondiert dabei mit der Stöchiometrie des Liganden 
im Komplex.
[285-289]
 
Für die Bindungspartner PEP3 und 110 konnte ein Maximum bei einem Molbruch von 0.5 be-
obachtet werden, woraus auf eine 1:1-Bindungsstöichiometrie geschlossen werden kann. Die obige 
Annahme, dass nur eines der beiden Lysine im Peptid reagiert, konnte somit erfolgreich nachgewie-
sen werden. 
In einem weiteren Experiment wurde die Reaktionsgeschwindigkeit der Proteinmarkierung unter-
 
Abbildung 34: Experimente zur Charakterisierung der Peptid-Markierung. A) Verwendetes Peptid PEP3. B) 
Die Peptid-Markierung ist reversibel, da durch Zugabe von Ethylendiamin zu PLP-Derivat-markiertem Pep-
tid freies Peptid erhalten wird. C) Job-Plot-Untersuchungen ergaben eine Bindungsstöchiometrie von Peptid 
PEP3 und PLP-Derivat 110 von 1:1. D) Die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit deutet auf eine Reakti-
on 1. Ordnung hin. Des Weiteren konnte die Gleichgewichtseinstellung der Reaktion bereits nach 
21 Minuten beobachtet werden. 
kdajfmolbruhc mit sbvd06 
 
 
7 Entwicklung einer neuartigen, reversiblen Proteinmarkierung 
 
101 
 
sucht. Zum einen sollte damit die Reaktionsordnung bestimmt werden. Zum anderen sollte die An-
nahme, dass sich die Reaktion nach einer Stunde im Gleichgewicht befindet, durch die Bestimmung 
der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante verifiziert werden. Im Rahmen einer diskontinuierlichen 
Messung wurde der Fortschritt der Reaktion zu definierten Zeitpunkten anhand der sinkenden Kon-
zentration des freien Peptids [E] per HPL-Chromatografie analysiert. Die Anfangskonzentrationen 
von Peptid PEP3 und PLP-Derivat 110 waren gleich. 
Durch Einsetzen der erhaltenen Datenwerte in das umgeformte Zeitgesetz der Reaktion 1. Ordnung 
und anschließendem Auftrag gegen die Zeit konnte ein linearer Zusammenhang beobachtet werden. 
Für die Reaktionen 0. und 2. Ordnung war dies nicht möglich. 
Das Ergebnis, dass eine bimolekulare Reaktion eine Reaktionskinetik 1. Ordnung besitzt, mag zu-
nächst widersprüchlich erscheinen. Jedoch konnten in verschiedenen Studien für PLP-bindende 
Proteine dieses Phänomen beschrieben und z.T. aufgeklärt werden.
[290-293]
 Zunächst reagiert das 
ε-Amin des Lysins mit der Carbonylgruppe des PLP reversibel zu einem Hemiaminal. In einer dar-
auffolgenden Reaktion 1. Ordnung erfolgt unter Wasserabspaltung die Bildung des Imins. Letzterer 
Schritt ist unter leicht basischen Reaktionsbedingungen geschwindigkeitsbestimmend. Die Gleich-
gewichtsreaktion des ersten Schritts zum Hemiaminal findet sehr schnell und in sehr geringer Kon-
zentration statt. Daher wird diese häufig für die Berechnung der Gleichgewichtskonstanten der Ge-
samtreaktion vernachlässigt.
[290]
 Dieser Zwei-Schritt Mechanismus ist eine starke Vereinfachung 
des komplizierten Bindungsmechanismus von PLP. Tatsächliche treten in allen Schritten weitere 
Gleichgewichtsreaktionen zu tautomeren Strukturen und Protein-abhängige Wechselwirkungen zu 
verschiedenen Seitenketten auf. 
Auf Basis der literaturbekannten Untersuchungen sowie der Messung der Reaktionsgeschwindigkeit 
kann die folgende Hypothese zur Bindung von PLP-Derivat 110 zu PEP3 aufgestellt werden (siehe 
Schema 31): 
Bei einem pH-Wert von 7.4 liegt unter Berücksichtigung der Henderson-Hasselbalch-Gleichung 
nur eines von 795 Lysinen deprotoniert vor (pKS (Lysin) = 10.28).
[294]
 Dieses reagiert relativ schnell 
mit der Carbonylgruppe des PLP-Derivats zum Hemiaminal 113. Hierbei liegt das chemische 
Gleichgewicht aus energetischen und entropischen Gründen jedoch weit auf der Seite der Edukte. 
Das Hemiaminal 113 kann durch Wasserabspaltung in einer Reaktion 1. Ordnung zum Imin 114 
weiterreagieren. Da hierfür zunächst die Hydroxygruppe protoniert werden muss, ist diese Reaktion 
aufgrund des leicht basischen Milieus unwahrscheinlich und daher langsam. Somit ist der zweite 
Schritt der Reaktion der geschwindigkeitsbestimmend. 
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Da auch der zweite Schritt reversibel ist, entscheidet nur das Verhältnis der freien Enthalpie ΔG° 
von Edukt und Produkt über die Lage des Gleichgewichts. 
Unter den verwendeten Bedingungen konnte bei äquimolaren Konzentrationen von PEP3 und PLP-
Derivat 110 das Einstellen eines Gleichgewichts bei ca. 65% des Reaktionsumsatzes beobachtet 
werden. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k betrug 0.048 min
-1
, die Halbwertszeit τ1/2 = 
14.5 min. Das Gleichgewicht stellte sich nach etwa 21 min ein. 
Mittels der Messung der Reaktionsgeschwindigkeit konnte somit neben der Zuordnung der Reakti-
on (Reaktion 1. Ordnung) auch die Annahme, dass die Reaktion innerhalb einer Stunde im Gleich-
gewicht vorliegt, bestätigt werden. 
 
7.4.2 NMR-Bindungsstudien 
Zusätzlich zu den HPLC-Studien wurde die Iminbindung auch in NMR-Studien charakterisiert. 
Dies ermöglichte neben einem weiteren Nachweis der Iminbildung auch Einflüsse der C6-
Modifizierung auf die Bindungsaffinität zumindest teilweise aufzuklären.  
Als Lösungsmittel wurde für die NMR-Studien stets ein Gemisch aus PBS-Puffer mit 10 mM MgCl2 
(pH = 7.4) und D2O im Verhältnis 9:1 verwendet, die Konzentration des Analyten betrug meist 
3.5 mM und die Protonenresonanz wurde mittels Wasserunterdrückung gemessen.  
 
Schema 31: Vermutlicher Ablauf der Iminbildung von Lysin und PLP. 
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Aldehyd-Hydrat-Gleichgewicht von PLP-Derivaten 
Zunächst wurde das Aldehyd-Hydrat-Gleichgewicht der entsprechenden PLP-Derivate analysiert 
(siehe Abbildung 35). Dabei stellte sich heraus, dass PLP unter den gegebenen Bedingungen zu 
66% als Hydrat vorlag. Bei PLP-Derivaten mit Azophenyl-Substituent lag das Gleichgewicht hin-
gegen deutlich auf Seiten des Aldehyds. So liegt PPADS lediglich zu 8%, das PLP-Derivat 110 so-
gar nur zu 4% als Hydrat vor. 
Mit dem Wissen, dass PPADS eine im Vergleich zu PLP höhere Bindungsaffinität zu Lysin besitzt, 
kann anhand des Hydratisierungs-Gleichgewichts geschlossen werden, dass die elektronischen Ei-
genschaften des Aldehyds ein entscheidender Faktor für die Stabilität der Bindung sind. Je elektro-
nenreicher die Carbonyl-Gruppe, desto stabiler ist der Aldehyd bzw. das Imin. 
 
Nachweis der erfolgreichen Iminbildung 
Im weiteren Verlauf wurde zum Nachweis der Iminbindung je ein 
1
H-NMR-Spektrum von PPADS, 
dem Peptid PEP3 und von beiden in äquimolaren Mengen nach einer Reaktionszeit von einer Stun-
de aufgenommen (siehe Abbildung 36). 
Bei einem Vergleich der Spektren ist festzustellen, dass das Signal des Aldehyd-Protons von PPADS 
(ca. 10.5 ppm) im Produkt nahezu verschwunden und stattdessen im Bereich von 9.0 ppm ein neues 
Signal zu detektieren ist. Dieses ist das α-ständige Proton zur Imin-Funktionalität, was durch ein 
 
Abbildung 35: Analyse des Hydratisierungs-Gleichgewichts der Carbonylgruppe in PLP (94), PPADS (93) 
und PLP-Derivat 110. Je elektronenreicher die Carbonyl-Gruppe, desto stabiler ist der Aldehyd gegenüber 
einer Hydratisierung. 
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NOESY-Experiment (s.u.) nachgewiesen werden konnte. Dadurch konnte die erfolgreiche Iminbil-
dung erneut bewiesen werden. 
Nach Integration der Signale konnte auf ca. 90% Iminbildung und 10% Aldehyd geschlossen wer-
den, was sehr gut mit den HPLC-Daten übereinstimmt. 
Im 
1
H-NMR-Spektrum des Produktes sind mehrere Signalsätze zu beobachten. Ausgehend von de-
ren Intensität kann auf die Bildung von zwei Hauptprodukten und mindestens zwei weiteren Ne-
benprodukten geschlossen werden. Der Grund für die verschiedenen Signalsätze konnte nicht auf-
geklärt werden. Möglicherweise sind Konformationsänderungen der Sekundärstruktur des Peptids 
hierfür verantwortlich. 
 
Die Aufnahme eines NOESY des Reaktionsproduktes konnte letztendlich die erfolgreiche Iminbil-
dung nachweisen (siehe Abbildung 37). Die vollständige Zuordnung aller 
1
H-NMR-Signale war 
auch mithilfe weiterer 2D-NMR-Experimenten aufgrund der vier Signalsätze nicht möglich. Zusätz-
lich konnten die typischen (i, i+1)-NOEs des Peptidrückgrats nicht beobachtet werden. Dies liegt 
vermutlich an der Messung in leicht basischem Puffer-Medium, was einen schnellen H-D-
Austausch bewirkt, sowie einer eher flexiblen Sekundärstruktur des Peptids. Dennoch konnten die 
meisten der erhaltenen NOE-Signale eindeutig zugeordnet werden. 
 
Abbildung 36: 
1
H-NMR-Spektren von PPADS (93, oben), Peptid PEP3 (Mitte) und dem Reaktionsprodukt 
nach einer Stunde bei 37 °C in äquimolaren Mengen. 
 
7 Entwicklung einer neuartigen, reversiblen Proteinmarkierung 
 
105 
 
 
Die Iminbildung konnte aufgrund zweier NOE-Signale zweifelsfrei nachgewiesen werden. So 
konnte ein NOE zwischen den charakteristischen Protonen der Methylengruppe des PLP-Derivates 
(ca. 5.3 ppm) und dem α-ständige Proton zum Imin (ca. 9.0 ppm) sowie ein NOE zwischen letzte-
rem und den ε-Protonen eines Lysins detektiert werden. Bei deutlicher Vergrößerung sind überdies 
die NOEs zwischen ε-, δ- und γ-Protonen sichtbar. Welches der beiden Lysine im Peptid die 
Schiff'sche Base eingeht, konnte aufgrund der fehlenden Zuordnung nicht geklärt werden. 
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Intensität der NOEs der Iminbindung relativ hoch ist. Dies 
deutet auf ein starres Molekülgerüst im Bereich der Schiff'schen Base hin, was wahrscheinlich auf 
der zusätzlichen Wasserstoffbrückenbindung zwischen der ortho-ständigen Hydroxygruppe und 
dem Imin basiert. 
Zusammenfassend ermöglichten die NMR-Studien zum einen den Nachweis der Bildung der 
Schiff'schen Base. Zum anderen konnte festgestellt werden, dass eine elektronenschiebende C6-
Modifizierung am PLP den Aldehyd im Aldehyd-Hydrat-Gleichgewicht stabilisiert. Es ist davon 
auszugehen, dass diese Stabilisierung auch für das Imin und somit für die Peptid-Markierung gilt. 
 
 
 
 
Abbildung 37: NOESY-Spektrum des Produktes. Die in Rot eingekreisten NOE-Signale (links) weisen die 
erfolgreiche Bildung des Imins nach (rechts).  
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7.4.3 Massenspektrometrische-Bindungsstudien 
Des Weiteren wurde die Bindung zwischen PLP-Derivat 110 und Peptid PEP3 massenspektromet-
risch per MALDI-TOF untersucht. Beide Verbindungen wurden hierfür äquimolar (500 µM) in PBS-
Puffer mit 10 mM MgCl2 (pH = 7.4) gelöst und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Da die Bindung 
wahrscheinlich durch Kationen wie Mg
2+
 stabilisiert wird, wurde auf das obligatorische Entsalzen 
der Reaktionslösung verzichtet und direkt gemessen. 
Im Positiv-Modus sind dabei drei Signale zu beobachten (siehe Abbildung 38A). Diese konnten 
dem freien Peptid PEP3 (1), dem Produkt ohne Phosphat-Substituenten (2) und dem vollständigen 
Produkt (3) zugeordnet werden. Der neutral-loss von Phosphat ist ein häufig zu beobachtendes 
Phänomen im Positiv-Modus. Aufgrund unterschiedlicher Ionisationspotentiale ist anhand der Sig-
nal-Intensität keine quantitative Aussage möglich.  
Im Negativ-Modus sind sogar lediglich Produkt-Signale, mit (5) und ohne Azophenyl-Rests (4), 
detektierbar (siehe Abbildung 38B). Dies liegt sehr wahrscheinlich daran, dass das Produkt auf-
grund des Phosphat-Substituenten im Vergleich zum Edukt ein deutlich schlechteres Ionisierungs-
 
Abbildung 38: MALDI-TOF-Untersuchungen zur Bindung des PLP-Derivat 110 und Peptid PEP3. A) Im 
Positiv-Modus können neben dem Signal für das Edukt PEP3 (1) auch eindeutig die Signale des Produkts, 
ohne Phosphat (neutral-loss, 2) und mit Phosphat (3), detektiert werden. B) Im Negativ-Modus können aus-
schließlich die Signale des Produkts mit (5) und ohne Azophenyl-Rests (4) beobachtet werden. 
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verhalten zeigt. 
Eindrucksvoll ist die Tatsache, dass die Iminbindung derart stabil ist, dass sie massenspektromet-
risch detektiert werden kann. Eine vorherige Imin-Reduktion ist daher nicht notwendig. Somit 
konnte die Iminbildung auch massenspektrometrisch nachgewiesen werden. 
Interessanterweise wurde bei einem Experiment, bei dem die Probe für drei Stunden entsalzt wurde, 
neben einem nur kleinen Produktsignal auch ein kleines, kaum messbares Signal für eine doppelte 
Peptid-Markierung detektiert. Es ist davon auszugehen, dass der Salzentzug die Sekundärstruktur 
des Peptids auflöst, wodurch beide Lysine zu einem relativ instabilen Imin reagieren können. 
7.4.4 Weitere Bindungsstudien 
Zur weiteren Bindungsevaluation wurden UV/VIS- und CD-Spektroskopie verwendet sowie eine 
lichtinduzierte Reversibilität der Bindung erprobt. 
UV/VIS-Spektroskopie 
In der Literatur wird die Bindung von PLP an Lysinen aufgrund der einfachen Durchführung meist 
mittels UV/VIS-Spektroskopie untersucht. Ungebundenes PLP besitzt in wässrigen Puffermedien 
ein Absorptionsmaximum um 385 nm. Nach Ausbildung der Schiff'schen Base mit Lysin erfolgt 
eine bathochrome Verschiebung des Maximums zu ca. 405 nm. Nach Reduktion des Imins mit 
NaBH4 wird ein Maximum um 325 nm erhalten.
[295-301]
 
Interessanterweise ist in der Literatur keine UV/VIS-spektroskopische Bindungsuntersuchung von 
Lysin mit PPADS (93) oder anderen Azo-PLP-Derivaten beschrieben.  
Zeitabhängige UV/VIS-spektroskopische Untersuchungen einer Mischung aus PLP-Derivat 110 
und Peptid PEP3 in äquimolaren Mengen analog zu den HPLC-Experimenten zeigten im Verlauf 
von zwei Tagen keine messbare Veränderung im Absorptionspektrum (siehe Abbildung 39A). Die 
erwartete bathochrome Verschiebung ausgehend vom Absorptionsmaximum bei ca. 410 nm konnte 
damit nicht beobachtet werden. Jedoch konnte für diese Probe die Umsetzung zur Schiff'schen Base 
per HPLC nachgewiesen werden. 
Aufgrund des Azorests am PLP und dem damit einhergehenden großen Extinktionskoeffizienten 
wird möglicherweise eine bathochrome Verschiebung des Maximums verdeckt bzw. findet nicht 
statt. Die UV/VIS-Spektroskopie war somit zur Bindungscharakterisierung nicht geeignet. 
CD-Spektroskopie 
Mithilfe von CD-spektroskopischen Untersuchungen wurde versucht, Informationen über die se-
kundäre Peptidstruktur von PEP3 vor und nach Umsetzung mit PLP-Derivat 110 in PBS-Puffer mit 
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10 mM MgCl2 zu erhalten. In Abbildung 39B sind die entsprechenden CD-Spektren von PEP3 zu 
den Zeitpunkten vor und nach Umsetzung mit PLP-Derivat 110 dargestellt. PEP3 besitzt anfänglich 
eine eher ungeordnete Struktur (random coil, Minimum bei 202 nm).
[302,303]
 Jedoch können auch 
lokale Minima bei 221 nm und 235 nm detektiert werden, die auf das Vorhandensein einer α-
helikalen Struktur deuten. Diese Beobachtung würden mit dem verwendeten Peptid-Modell über-
einstimmen, welches einen α-helikalen C-Terminus sowie eine N-terminale Schleife besitzt, wobei 
letztere im CD-Spektrum als random coil-Struktur zu sehen sollte.  
Nach Zugabe von PLP-Derivat 110 fand keine messbare Veränderung statt. Somit konnten mittels 
CD-Spektroskopie keine neuen Informationen zur Iminbildung erhalten werden. 
 
 
Lichtinduzierte Bindungsreversibilität 
Aufgrund der Azo-Funktionalität in PLP-Derivat 110 ist dessen lichtinduzierte trans-cis-
Isomerisierung theoretisch möglich.
[304]
 Die dadurch erfolgende Konformationsänderung des Azo-
phenyl-Restes könnte zu negativen Wechselwirkungen zwischen Peptid und PLP-Derivat 110 füh-
ren. Denkbar wäre zum einen, dass die stabilisierende π-π-Wechselwirkung zu Tryptophan nicht 
mehr möglich ist, zum anderen, dass es zu sterischen Wechselwirkungen zwischen dem Azophenyl-
Rest des PLP-Derivat 110 und dem Peptid kommt. Dies würde das Gleichgewicht der Schiff'schen 
Base-Reaktion in Richtung der Edukte beeinflussen. Eine lichtinduzierte trans-cis-Isomerisation 
könnte somit im Idealfall zur Abspaltung der PLP-Markierung verwendet werden. 
 
Abbildung 39: A) Die UV/VIS-Spektren einer 1:1 Mischung aus PLP-Derivat 110 und Peptid PEP3 direkt 
nach Mischung und nach 30 Stunden zeigen trotz nachgewiesener Bindung keinen Unterschied. B) Die CD-
Spektren von Peptid PEP3 vor und nach Zugabe von PLP-Derivat 110 deuten nicht auf eine Veränderung der 
sekundären Struktur während der Imin-Bildung. C) Umkehrphasen-HPL-Chromatogramme vor und nach 
Belichtung (12 min) einer 1:1 Mischung aus PEP3 und 110 im Gleichgewichtszustand (60% Schiff'sche Ba-
se-Produkt, 0-60% Puffer B in 30 min). 
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In einem ersten Versuch wurde hierzu ein äquimolares Gemisch aus PEP3 und 110 im Gleichge-
wichtszustand (1 h Inkubationszeit, ca. 60% Schiff'sche Base-Produkt) in PBS-Puffer mit 10 mM 
MgCl2 mit einer 380 nm Photodiode bestrahlt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde ein HPL-
Chromatogramm zur Beobachtung einer eventuellen Abspaltung der PLP-Markierung aufgenom-
men (siehe Abbildung 39C). Jedoch konnte keine Produkt-Abnahme beobachtet werden. Eine län-
gere Belichtung resultierte lediglich in der Zersetzung von 110.  
Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass gebundenes PLP-Derivat 110 nach Belichtung sehr 
schnell zur trans-Konformation zurück isomerisiert, sodass eine zweistufige bimolekulare Hydroly-
se der Iminbindung nicht stattfinden kann. Die schnelle Isomerisierung ist sicherlich auf die elekt-
ronen-schiebende Eigenschaft der para-ständigen Hydroxygruppe in 110 zurückzuführen. In der 
Literatur konnten bereits bei ähnlichen Azobenzol-Derivaten in leicht basischem PBS-Puffer Isome-
risierungszeiten im Nanosekunden-Bereich gemessen werden.
[305]
 
Denkbar wäre auch, dass eine Isomerisierung keinerlei Einfluss auf die Iminbindung hat. 
 
7.4.5 Erste Struktur-Aktivität-Beziehungen bezüglich des Azophenyl-Rests 
Auf Grundlage der HPLC-Bindungsstudien (siehe Tabelle 4) und NMR-Untersuchungen können 
erste Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zwischen Substitutionsmustern des Azophenyl-PLP-Rests 
und der Stabilität der Iminbindung hergeleitet werden.  
 Der Azophenyl-Rest ist entscheidend für einen vollständigen Reaktionsumsatz zum Imin. 
Dies hat zwei Gründe: Zum einen stabilisiert dieser wahrscheinlich mittels π-π-
Wechselwirkungen zum Histidin bzw. Tryptophan die Bindung. Sind diese Aminosäuren im 
Peptid nicht vorhanden, so werden niedrigere Affinitäten erhalten. Zum anderen bewirken 
die elektronenschiebenden Eigenschaften des Azophenyl-Rests eine Stabilisierung des Im-
ins. 
 Trotz des relativ elektronenarmen Azophenyl-Rests besitzt PPADS im Vergleich zu den 
elektronenreicheren PLP-Derivaten 110 und 111 eine ähnliche Affinität. Dies ist mit hoher 
Wahrscheinlichkeit entropisch begründet. So besitzt der PPADS-Azophenylrest eine eher 
hydrophobe sowie eine mit zwei Sulfonat-Substituenten hydrophilere Seite. In den Model-
ling-Ergebnissen befindet sich die unsubstituierte Azophenyl-Seite in der hydrophoben Pep-
tid-Tasche. Die zwei Sulfonat-Substituenten befinden sich auf der gegenüberliegenden Seite 
und somit an der Oberfläche des Peptid-Komplexes, was eine Interaktion mit Wasser ermög-
licht. Diese entropisch günstige Wechselwirkung ist für die PLP-Derivate 110 und 111 nicht 
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möglich. Daher ist trotz des elektronenreicheren Rests keine Affinitätsteigerung beobach-
tbar. Im PLP-Derivat 112 werden beide Aspekte kombiniert, sodass erstmals ein einstellig 
mikromolarer "Binder" erhalten wurde. 
Zusammenfassend sind die elektronischen und strukturellen Eigenschaften des PLP-Derivats von 
entscheidender Bedeutung für den Erhalt einer hohen Affinität. Sie bedürfen einer exakten Feinab-
stimmung zwischen Elektronik, Struktur und Löslichkeit. 
 
7.5 Übertragung der Peptidsequenz in ein Protein 
In den vorherigen Kapiteln wurde die Entwicklung und Charakterisierung der Methode zur rever-
siblen Markierung von kurzen, Lysin-haltigen Peptiden mit PLP-Derivaten beschrieben. Mit der 
Kenntnis einer Peptidsequenz, die mikromolar ein PLP-Derivat bindet, sollte nun das eigentliche 
Ziel, nämlich die Markierung von Proteinen, verwirklicht werden. Hierzu wurde zunächst die Pep-
tidsequenz in ein Protein inkorporiert und anschließend Untersuchungen zur Affinität der Protein-
markierung durchgeführt. 
Zur Inkorporation der Peptidsequenz wurde meist nach einer Kombination des Protokolls von Bryk-
sin et al. und der Anleitung des QuikChange®-Kits von Agilent-Technologies vorgegangen.
[306]
 
Schema 32 zeigt die hierfür notwendigen Arbeitsschritte. Zunächst wurden Primer so gewählt, dass 
sie an der entsprechenden Schnittstelle komplementär binden und zusätzlich die zu insertierende 
 
Schema 32: Übersicht der Arbeitsschritte zur Inkorporation der Lead-Sequenz in ein Protein.  
 
 
7 Entwicklung einer neuartigen, reversiblen Proteinmarkierung 
 
111 
 
Sequenz beinhalten. Das nachfolgende Annealing sowie die Verlängerung durch die Polymerase 
Phusion resultierte in einem modifizierten, offenkettigen Plasmid. Die Fragmentierung des teilweise 
methylierten Orginalplasmids erfolgte durch das Restriktionsenzym Dpn1, welches selektiv zwi-
schen methyliertem Desoxyadenosin und Desoxythymidin schneidet. Dies garantierte in der an-
schließenden Transformation mit 10-beta-kompetenten E. coli-Zellen (High Efficiency, NEB®) den 
Erhalt von E. coli-Kolonien mit modifiziertem Plasmid. Per Kolonie-PCR konnten Kolonien, die 
kein oder Plasmid falscher Länge produzierten, aussortiert werden. In der nachfolgenden Über-
Nacht-Kultur mit anschließender Plasmid-Isolierung wurde eine ausreichende Menge an Plasmid 
für weitere Experimente erhalten. Die erfolgreiche Mutagenese konnte durch Sequenzierung des 
Plasmids bestätigt werden. 
So gelang die Mutation zwei verschiedener Proteine, auf die im Folgenden näher eingegangen wird. 
7.5.1 Mutagenese von BstPolI 
Im AK Carell wurde die Polymerase BstPolI mit einer Größe von ca. 66 kDa bereits für verschiede-
ne Untersuchungen kristallisiert.
[307]
 Neben einem massenspektrometrischen und biochemischen 
Nachweis der erfolgreichen Proteinmarkierung wäre eine zusätzliche Kristallstruktur ideal, um die 
Markierung ausführlicher zu charakterisieren. Daher wurde BstPolI als erstes Protein für die Muta-
tionsstudie gewählt. 
 
Abbildung 40: Mutagenese von BstPolI. A) Plasmid-Karte des mutierten BstPolI zeigt die exakte Stelle der 
Mutation (PLP-Tag). B) Kristallstruktur von BstPolI mit Grün eingezeichneter Position der Mutation (pdb-
Code: 1LVE). 
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Dabei wurde ein auf der Proteinoberfläche vorkommendes, direkt vor einem α-helikalen Struktur-
element liegendes Sequenzmotiv entsprechend verändert (siehe Abbildung 40). Aufgrund einiger  
Ähnlichkeiten des Sequenzmotivs bzgl. der Leadsequenz SEQ4, wurden lediglich der vier Amino-
säure-langer Sequenzabschnitt mit der ursprünglichen Sequenz IVEN zu GKSK mutiert. Die Mutati-
on wurde mit dem QuikChange®-Kit von Agilent-Technologies durchgeführt und die nachfolgende 
Sequenzierung zeigte die erfolgreiche Mutation zur BstPolI-Mutante BstPolI
M
. 
 
7.5.2 Mutagenese von Thioredoxin 
Als zweites Protein wurde Thioredoxin (Trx) gewählt. Die geringen Größe von 17 kDa sollte die 
massenspektrometrische Intakt-Messung des Proteins zum Nachweis der Proteinmarkierung ermög-
lichen. Ziel war die N- und C-terminale Implementierung der Sequenz GAHWAGKSK in das Protein 
durch Insertion. Darüber hinaus sollte diese Sequenz durch Mutation an einer geeigneten Stelle mit-
tig in der Aminosäuresequenz des Proteins eingebaut werden. 
Dazu wurde nach Schema 32 vorgegangen, wodurch die Plasmide der N-terminalen- (Trx
N
) sowie 
der Mitte-Mutante (Trx
M
) erhalten werden konnten (siehe Abbildung 41). Versuche zur Generie-
rung des Plasmids einer C-terminalen-Mutante scheiterten zweimal aus unbekannten Gründen. 
 
7.6 Erste biochemische und massenspektrometrische Nachweise der funk-
tionierenden Proteinmarkierung 
Die weiteren biochemischen und massenspektrometrischen Studien zur Proteinmarkierung wurden 
von S. Thallmair und N. Simon (AK Carell) durchgeführt. Zunächst wurden die Plasmide BstPolI
M
, 
 
Abbildung 41: Mutagenese von Thioredoxin. A) Plasmidkarte der N-terminalen Mutante Trx
N
 sowie (B) der 
Mitte-Mutante Trx
M
 von Thioredoxin mit der Mutationsstelle (PLP-Tag). 
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Trx
N
 und Trx
M
 exprimiert und die erhaltenen Proteine anschließend aufgereinigt. 
In ersten Experimenten zum Nachweis der funktionierenden Markierung an Proteinen wurde die 
Polymerase BstPolI sowie deren Mutante BstPolI
M
 mit dem PLP-Derivat 115 umgesetzt und die 
entstandenen Produkte durch Gelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert (siehe Abbildung 42). 
Hierbei werden Proteine im elektrischen Feld nach der Molekülmasse aufgetrennt. 
Zunächst wurde als Kontrollexperiment BstPolI-Wildtyp, welche aufgrund fehlender Sequenzmodi-
fizierung nicht markiert werden sollte, unter verschiedenen Bedingungen mit PLP-Derivat 115 ver-
setzt (hergestellt von S. Stazzoni (AK Carell), siehe Abbildung 42A/C). 
Bei Umsetzung mit 5 bzw. 10 Äquivalenten 115 für 1 h bei 37 °C in PBS-Puffer mit 10 mM MgCl2 
und anschließender Dialyse für 2 h zur Entfernung nicht gebundenem 115 kam es zu keiner Ver-
schiebung der Proteinbande im SDS-PAGE-Gel. Findet allerdings nach Umsetzung von BstPolI-
Wildtyp mit 115, jedoch vor Dialyse, eine Reduktion der Schiff'schen Base mit NaBH4 für 1 h bei 
37 °C statt, so kann eine Verschiebung der Proteinbande in Richtung größerer Proteinmassen beo-
bachtet werden. Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass 115 mit Lysinen von BstPolI-
Wildtyp eine Schiff'sche Base bildet, welche durch Reduktion nachgewiesen werden konnte. Aller-
dings ist die Schiff'sche Base nicht stabil, sodass mittels Dialyse das Gleichgewicht der Reaktion 
sich auf der Seite der Edukte befindet. 
 
Im weiteren Verlauf wurde die Umsetzung der BstPolI-Mutante BstPolI
M
 mit PLP-Derivats 115 
untersucht. Nach Umsetzung von BstPolI
M
 mit 5 bzw. 10 Äquivalenten 115, Dialyse für 2 h und 
Reduktion mit NaBH4 konnte in beiden Fällen im Vergleich zur Probe ohne 115 eine eindeutige 
Verschiebung der Proteinbande in Richtung größerer Proteinmassen beobachtet werden (siehe Ab-
bildung 42B). Ohne Reduktion konnte zwar eine ähnliche Verschiebung jedoch aus bislang unbe-
 
Abbildung 42: Analyse der Umsetzung der Proteine BstPolI-Wildtyp und BstPolI
M
 mit dem PLP-Deri-
vat 115 mittels Gelelektrophorese (SDS-PAGE). 
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kannten Gründen nur mit sehr schwacher Intensität detektiert werden. Falls nach Umsetzung zu-
nächst reduziert und anschließend dialysiert wurde, war die Proteinbande bei 5 Äquivalenten 115 
ähnlich, bei 10 Äquivalenten etwas mehr im Vergleich zu den vorherigen Proben in Richtung größe-
rer Proteinmassen verschoben. Da im Gegensatz zum Wildtyp bei BstPolI
M
 trotz Dialyse für 2 h 
eine klare Verschiebung der Proteinbande zu beobachten war, kann davon ausgegangen werden, 
dass bei BstPolI
M
 eine thermodynamisch sehr stabile Schiff'sche Base mit 115 gebildet wurde. Dies 
kann nur auf die Sequenzmodifizierung in BstPolI
M
 zurückgeführt werden und ist somit der erstma-
lige Nachweis, dass diese Markierungsmethode auch nach Implementierung in ein Protein funktio-
niert. 
Zukünftig sollte zur einfacheren Detektion zwischen Edukt und Produkt ein PLP-Derivat mit größe-
rer Masse verwendet werden. Weiterhin ist für den weiteren Nachweis der korrekten Proteinmarkie-
rung auch die massenspektrometrische Analyse der Proteinbande erforderlich. Darüber hinaus kann 
in Zukunft durch Wiederholung dieser Untersuchungen mit anderen Proteinen wie z.B. mit Trx
N
 
und Trx
M
 das breite Anwendungsspektrum dieser Markierungsmethode aufgezeigt werden. 
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8 Zusammenfassung 
Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit war die Modifizierung von Biomolekülen im Rahmen von 
zwei unterschiedlichen Themengebieten: Epigenetik und Proteinchemie. In beiden Bereichen wur-
den jeweils chemische Reaktionen zur spezifischen Markierung von Nukleosiden bzw. Proteinen 
entwickelt, was deren umfassende Untersuchung im biologischen Kontext ermöglichte. 
Obwohl alle Zellen eines multizellulären Organismus ein identisches Erbgut besitzen, unterscheiden 
sie sich stark in Morphologie und Funktion (z.B. Neuronen und Drüsenzellen). Dies ist möglich, 
indem Zellen während ihrer Entwicklung zu definierten Zeitpunkten bestimmte Gene aktivieren 
oder stilllegen. Letzteres kann u. a. im epigenetischen Metabolismus durch Methylierung von 
2'-Desoxycytidin (dC) zu 5-Methyl-2'-desoxycytidin (mdC) erfolgen. 2009 bzw. 2011 wurden 
5-Hydroxymethyl- (hmdC) bzw. 5-Formyl- (fdC) und 5-Carboxy-2'-desoxycytidin (cadC) als Pro-
dukte einer Ten-eleven Translocation (TET)-Enzym vermittelten Oxidation von mdC in Stammzel-
len entdeckt. Diese neuen Nukleoside gelten seitdem als Intermediate einer aktiven DNA-
Demethylierung, die eine direkte Reaktivierung von Genen ermöglichen. Allerdings ist nach wie 
vor der exakte Mechanismus unbekannt. In verschiedenen Studien wurde die Basenexzisionsrepara-
tur (BER), in der fdC und cadC zunächst mittels Thymin-DNA-Glykosylase (TDG) aus der DNA 
entfernt und in der nachfolgenden DNA-Reparatur durch dC ersetzt werden, als möglicher Mecha-
nismus der aktiven Demethylierung gezeigt. Die damit verbundene Generierung von abasischen 
Stellen ist für die genomische Integrität allerdings problematisch. Als mögliche Alternative wurde 
im Arbeitskreis Carell eine aktive Demethylierung mittels C-C-Bindungsbruch in Form einer De-
formylierung bzw. Decarboxylierung ausgehend von fdC bzw. cadC postuliert. Diese Hypothese 
wurde im ersten Teil dieser Arbeit umfangreich überprüft. Darüber hinaus wurden neue Methoden 
zur Untersuchung der biologischen Funktion des fdC-Nukleosids entwickelt. 
Der zu Beginn dieser Promotionsarbeit kommerziell erhältliche fdC-Phosphoramidit-Baustein war 
aufgrund verschiedener Probleme zur Synthese fdC-haltiger Oligodesoxynukleotide (ODN) kaum 
geeignet. Im Zuge dieser Arbeit wurden die Nebenreaktionen des fdC-Phosphoramidits während der 
DNA-Festphasensynthese umfangreich analysiert. Die Entwicklung einer neuen Schutzgruppenstra-
tegie resultierte im effizienteren fdC-Phosphoramidit-Baustein 8 (siehe Abbildung 43). Dieser ga-
rantiert die Herstellung fdC-haltiger ODN in hoher Qualität sowie Quantität und ermöglicht darüber 
hinaus zukünftig in vitro Studien von ODN, die alle vier epigenetisch relevanten DNA-Nukleoside 
besitzen. Aufgrund der optimalen Kupplungseigenschaften ist 8 mittlerweile vom U.S.-
Unternehmen Glen Research kommerziell erhältlich. 
8 Zusammenfassung 
 
116 
 
 
Die exakte Lokalisierung von fdC in genomischer DNA ist zur Aufklärung von dessen biologischer 
Funktion von größter Bedeutung. Bisherige fdC-Sequenzierungsmethoden mit basengenauer Auf-
lösung basierten allerdings auf einer ineffizienten Bisulfit-abhängigen Umsetzung. In dem Versuch, 
die Kodierungseigenschaft von fdC auch ohne Bisulfit-Behandlung zu verändern, wurde in dieser 
Promotionsarbeit die Formyl-Gruppe von fdC mit Hydrazin zum Hydrazon-Derivat funktionalisiert 
und anschließend zum Bizyklus Pyrazolo[3,4-d]-dC zyklisiert (siehe Abbildung 44). Erste Primer-
Extension-Studien zeigten, dass diese Umsetzung zumindest teilweise zu einer dC-zu-dT-Kodierung 
von fdC führte, wodurch die problematische Bisulfit-Behandlung zukünftig hätte vermieden werden 
können. Fortführende Experimente zur bisulfitfreien fdC-Sequenzierung wurden aufgrund des Er-
scheinens einer Publikation mit sehr ähnlicher Methode nicht unternommen. 
 
Der Mechanismus der aktiven Demethylierung sollte zunächst im Rahmen von Isotope-Tracing-
Studien in verschiedenen in vitro-Experimenten mit isotopenmarkierten ODN untersucht werden. 
 
Abbildung 44: Erste, vielversprechende Studie zur Entwicklung einer bisulfitfreien fdC-
Sequenzierungsmethode.  
 
 
Abbildung 43: A) Strukturformel des neuen fdC-Phosphoramidit-Bausteins 8. B-D) Die neuartige Schutz-
gruppenstrategie erlaubte erstmalig die hoch effiziente Synthese eines ODN mit allen vier epigenetisch rele-
vanten DNA-Basen. 
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Hierfür wurden die 
15
N2-markierten Phosphoramidite von mdC 28, fdC 30 und cadC 34 syntheti-
siert und anschließend mittels DNA-Festphasensynthese in ODN eingebaut (siehe Abbildung 45A). 
Darüber hinaus wurden die isotopenmarkierten Nukleoside 
15
N2-dC 25 und D3,
15
N2-mdC 24 für die 
anschließende, massenspektrometrische Analyse der in vitro-Experimente hergestellt. Für den erst-
maligen Nachweis eines C-C-Bindungsbruchs in vivo wurde das speziell isotopenmarkierte Nukleo-
sid D2,
15
N2-dC 38 als geeignetes Werkzeug entwickelt (siehe Abbildung 45B). Die Verfütterung 
von D2,
15
N2-dC an Zellen sowie die nachfolgende Metabolisierung würde zunächst in isotopenmar-
kiertem mdC und somit im Verlust des Deuteriums an C5-Position resultieren. Fände die postulierte 
C-C-Bindungsbruchreaktion ausgehend von fdC oder cadC statt, müsste dessen Produkt, D1,
15
N2-
dC, in der DNA detektiert werden können. D2,
15
N2-dC 38 wurde daraufhin ausgehend von Propiol-
säure und 
15
N2-Harnstoff mit hoher Isotopenreinheit hergestellt. 
 
In ersten zellbiologischen Experimenten erfolgte die Verfütterung von synthetisiertem D2,
15
N2-dC 
u. A. an embryonale Stammzellen der Maus ohne TDG-Enzym (mES-Zellen TDG
−/−
), in denen die 
BER von fdC und cadC nicht möglich ist. Durch Detektion von ungefähr 600000 neugebildeten 
D1,
15
N2-dC-Molekülen innerhalb von 3 Tagen war erstmalig der Nachweis einer C-C-
Bindungsbruchreaktion zur aktiven Demethylierung in vivo gelungen. 
Parallel zu diesen Isotope-Tracing-Studien wurde die aktive Demethylierung durch Verwendung 
von 2'-Fluor-(R)-substituierten Analoga (F-Analoga) der epigenetisch relevanten Nukleoside unter-
 
Abbildung 45: A) Strukturformeln der hergestellten isotopenmarkierten Phosphoramidit-Bausteine und 
Nukleoside für in vitro-Experimente und die massenspektrometrische Quantifizierung. B) Syntheseroute zur 
Herstellung von D2,
15
N2-dC 38 als ideales Werkzeug zur Aufklärung der aktiven Demethylierung. 
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sucht. Hierbei war die Hypothese, dass eine bioisostere F-Substitution zwei entscheidende Vorteile 
zur Aufklärung der aktiven Demethylierung bietet. Zum einen wird die Aktivierungsenergie zum 
Oxocarbenium-Übergangszustand während der TDG-vermittelte Deglykosylierungsreaktion erhöht, 
was in der Hemmung der TDG-Aktivität und somit der BER resultieren sollte. Zum anderen wären 
aufgrund der um 18 amu höheren Masse Signalüberlappungen mit natürlich vorhandenem dC aus-
geschlossen, was zur vereinfachten massenspektrometrischen Quantifizierung betragen würde.  
 
Zur Überprüfung der Hypothese wurden mittels einer hoch divergenten Synthesestrategie erstmals 
sämtliche 2'-F-Analoga der epigenetisch relevanten Nukleoside sowie deren Triphosphate und 
Phosphoramidit-Bausteine hergestellt. Der Schlüssel zum Erfolg war hierbei die Anwendung spezi-
fischer, metallkatalysierter C5-Modifizierungsreaktionen. Die in maximal fünf Stufen hergestellten 
F-Nukleoside wurden anschließend für in vivo-Verfütterungsexperimente sowie für deren nachfol-
gende massenspektrometrische Analyse verwendet. Darüber hinaus wurden verschiedene Strategien 
zur Synthese isotopenmarkierter F-Nukleoside untersucht, die in der Herstellung von 
15
N-F-dU und 
15
N2-F-dC resultierten. Die Synthese der F-Triphosphate erfolgte unter modifizierten Eckstein-
Bedingungen in einer Stufe ausgehend von den entsprechenden Nukleosiden mit guten Ausbeuten. 
 
Abbildung 46: Strukturformeln der in dieser Arbeit hergestellten 2'-fluorierten Nukleosid-Derivate. 
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In den nachfolgenden PCR-Studien konnte festgestellt werden, dass die F-Substitution der Triphos-
phate die Aktivität der Polymerasen nicht negativ beeinflusst, sodass bereits unter Standardbedin-
gungen die entsprechenden PCR-Produkte erhalten wurden. Dies ermöglichte die Generierung lan-
ger, F-haltiger DNA-Fragmente für zukünftige Proteomik-Untersuchungen. Des Weiteren wurden in 
maximal acht Stufen die Phosphoramidit-Bausteine von F-mdC, F-hmdC, F-fdC und F-cadC her-
gestellt und erfolgreich in der DNA-Festphasen-Synthese zur Herstellung Fluor-haltiger ODN ver-
wendet. Diese wurden anschließend für erste in vitro-Experimente verwendet. Hierbei konnte zum 
einen die anfängliche Hypothese, dass eine zusätzliche F-Substitution bei fdC und cadC zu einer 
Hemmung der TDG-Aktivität führt, bestätigt werden. Zum Anderen wurde in C5-Methylierungs- 
und TET1cd-vermittelten Oxidations-Experimenten keine Beeinträchtigung der Aktivität epigene-
tisch relevanter Enzyme aufgrund der F-Substitution beobachtet. Im anschließenden in vivo-
Verfütterungsexperiment mit F-fdC konnte aufgrund der Detektion von F-dC erneut der Nachweis 
der aktiven Demethylierung mittels C-C-Bindungsbruch erbracht werden. 
In dieser Promotionsarbeit wurden somit im Bereich der Epigenetik Moleküle entwickelt und her-
gestellt, die eine biokompatible, innovative Reportersonde in Form einer speziellen Isotopen- bzw. 
2'-Fluor-Markierung besaßen. Deren in vivo Verstoffwechselung im Rahmen des epigenetischen 
Metabolismus ermöglichte erstmalig den zweifelsfreien Nachweis einer C-C-Bindungsbruch-
Reaktion zur aktiven Demethylierung von mdC. 
 
Die selektive Markierung von Molekülen ist derzeit auch im Bereich der Proteinchemie von großer 
Bedeutung. Zahlreiche, in den letzten Jahren vorgestellte Methoden zur Proteinmodifizierung ver-
wenden unnatürliche Aminosäuren. Diese ermöglichen zwar eine hochselektive Markierung, deren 
Inkorporation in Proteine ist jedoch zeit- und materialaufwendig. Im Gegensatz dazu resultiert die 
Modifizierung einer natürlichen Aminosäure aufgrund deren großer Abundanz häufig in inhomoge-
nen Produktgemischen. Der Einbau einer spezifischen Sequenz aus kanonischen Aminosäuren in 
ein Protein ist aufgrund hochentwickelter Molekularbiologie und Gensynthese heutzutage Routine. 
Dies erlaubt die selektive Proteinmarkierung, ist jedoch häufig aufgrund der notwendigen Verwen-
dung von Metallen oder organischen Lösungsmitteln nicht biokompatibel. In Anbetracht der bislang 
problematischen Generierung homogener Antikörper-Wirkstoff-Konjugate ist die Entwicklung 
neuer Methoden zur sequenzspezifischen Proteinmarkierung daher von höchster Relevanz.
 [156-159] 
Infolgedessen wurde in dieser Promotionsarbeit eine sequenzspezifische, reversible Proteinmarkie-
rung entwickelt. Ziel war es, die Reaktivität eines Lysins an der Oberfläche des Proteins durch ra-
tionale Punktmutation der Sequenzumgebung derart zu beeinflussen, dass es mit einem Aldehyd 
8 Zusammenfassung 
 
120 
 
eine thermodynamisch stabile Schiff'sche Base eingeht. Vorteil zu bisherigen Methoden wäre vor 
allem die Reversibilität der Markierung sowie die zu erwartende relativ geringe Sequenzmodifizie-
rung des Proteins. Als Aldehyd wurde Pyridoxalphosphat (PLP) aufgrund der sehr gut erforschten 
Bindungsaffinität zu Lysinen verwendet.  
Zur Identifizierung einer minimalen PLP-bindenden Peptidsequenz wurde zunächst eine rationelle 
Lead-Sequenz modelliert. Da sich das Gleichgewicht der Reaktion von Lysin und PLP zum entspre-
chenden Imin in Wasser bei pH = 7 auf Seiten der Edukte befindet, wurde sich auf weitere, stabili-
sierende Wechselwirkungen zwischen PLP und Peptid fokussiert. Diese sollten zur Bildung einer 
thermodynamisch stabilen Schiff'schen Base beitragen. In Docking-Studien wurde festgestellt, dass 
durch geschickte Verwendung eines Walker A-Motivs in der Peptidsequenz der Phosphat-Rest des 
PLP am Peptid gebunden werden kann. Darüber hinaus sollte die Verwendung aromatischer Amino-
säuren zu π-π-Wechselwirkungen mit PLP und somit zu einer weiteren Stabilisierung der 
Schiff'schen Base führen. Basierend auf diesen Überlegungen wurde eine 15 Aminosäure-haltige 
Peptidsequenz entworfen. 
Als geeigneter High-Throughput-Ansatz wurde zur weiteren Optimierung der Peptidsequenz mittels 
Split-Bead-Synthese eine Peptid-Bibliothek hergestellt, die anschließend mit dem PLP-Derivat 
PPADS (93) umgesetzt wurde (siehe Schema 33). Besonders gut PPADS-bindende Peptidsequen-
zen wurden isoliert und deren Sequenz massenspektrometrisch aufgeklärt. Hierbei konnte der Se-
quenztyp Ac-GA(H/G)WAGKSKAAAAAA als affiner PPADS-Binder festgestellt werden. 
Die anschließenden HPLC-Bindungsstudien mit dem Peptid Ac-GAGWAGKSKAAAAAA-NH2 
wiesen einen vollständigen Reaktionsumsatz bei bereits fünf Äquivalenten PPADS nach (siehe Ab-
bildung 47). Mittels Michaelis-Menten-artiger Kinetik wurde ein KD-Wert von 227 µM berechnet. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass, wie in den theoretischen Überlegungen postuliert, der 
 
Schema 33: Schematisches Ablaufdiagramm zur Entdeckung einer PPADS-bindenden Peptidsequenz. 
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Phosphat-Rest sowie die π-π-Wechselwirkungen mit dem Azophenyl-Rest von PPADS entscheidend 
für die Bildung einer thermodynamisch stabilen Schiff'schen Base sind. In weiteren HPLC-, NMR- 
und MS-Bindungsstudien konnte u. A. die Reversibilität der Bindung durch Zugabe von Ethylen-
diamin, die 1:1-Bindungsstöchiometrie sowie die Gleichgewichtseinstellung der Reaktion innerhalb 
von 21 min nachgewiesen werden. Anschließende Struktur-Aktivitäts-Untersuchungen resultierten 
in der Identifikation eines PLP-Derivats mit einem einstelligen KD-Wert von ca. 4 µM gegenüber 
der Peptidsequenz PEP1. Dies ist insofern bemerkenswert, da literaturbekannte PLP-Enzyme trotz 
dreidimensionaler Bindetasche teilweise eine ähnliche Bindungsaffinität aufweisen. 
 
Im weiteren Verlauf erfolgte die Implementierung der Peptidsequenz mittels Mutagenese in die Po-
lymerase BstPolI und das Protein Thioredoxin. Vorläufige Bindungsstudien mit diesen Proteinen 
deuteten auf eine gelungene Markierung mit PLP-Derivaten hin.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit mittels rationellem Design eine sequenzspezifische, reversib-
le Proteinmarkierung entwickelt, welche zukünftig z.B. zur Generierung homogener Antikörper-
Wirkstoff-Konjugate zur Anwendung kommen kann.  
 
Abbildung 47: A) Verwendete Peptid-Sequenz für die HPLC-Bindungsstudien. B-D) Michaelis-Menten-
artige Kinetik sowie die errechneten Ausgleichskurven für verschiedene PLP-Derivate. E) MALDI-TOF-
Untersuchen zum Nachweis der Bildung der Schiff'schen Basen. 
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9 Ausblick 
Im Bereich der Epigenetik wurden Nukleosid-Analoga hergestellt, die eine biokompatible Reporter-
sonde in Form einer speziellen Isotopen- bzw. 2'-Fluor-Markierung besaßen und erstmalig die C-C-
Bindungsbruchreaktion zweifelsfrei nachwiesen. In Zukunft könnte das problematische Hinter-
grundsignal von D2,
15
N2-dC aufgrund der limitierenden Isotopenreinheit von 
15
N2-Harnstoff durch 
Verwendung von D4-dC (121) umgangen werden (siehe Schema 34). Ein iterativer H/D-Austausch 
in 2'-Position des Laktons 72 durch D2O (99.98 atom% D) im Basischen sollte die Herstellung hoch 
isotopenreinem 121 ermöglichen. 
 
Im Bereich der Proteinmarkierung wurde mittels innovativem, rationellem Design eine sequenzspe-
zifische, reversible Proteinmarkierung entwickelt. Zwar deuteten vorläufige Untersuchungen mit 
sequenzmodifizierten Proteinen auf eine gelungene Markierung mit PLP-Derivate hin. Jedoch müs-
sen für den vollständigen Nachweis neben eindeutigeren Verschiebungen auf SDS-Gelen auch mas-
senspektrometrische Analysen dieser Proteinmarkierung erbracht werden. Zukünftige Anwendun-
gen dieser Proteinmarkierung sind aufgrund der variablen C6-Position von PLP in unterschiedlich-
sten Gebieten, beispielsweise im Imaging, der Aufreinigung oder sogar als Antikörper-Wirkstoff-
Konjugat, möglich (siehe Abbildung 48). 
 
  
 
Abbildung 48: Potentielle Anwendungsgebiete der in dieser Arbeit entwickelten Proteinmarkierung. 
 
Schema 34: Mögliche Syntheseroute zu einem hoch isotopenreinem D4-dC für zukünftige Isotope-
Tracing-Studien. 
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10  Experimenteller Teil 
10.1 Material und Methoden 
Agarose-Gelelektrophorese: Zur Kontrolle der Polymerase-Kettenreaktion wurden jeweils 16 µL 
des PCR-Produktes (18.75 ng/µL) mit 4 μL eines 5 × Ladepuffers (New England BioLabs) versetzt 
und mit Hilfe eines 2%igen Agarose-Gels (1 g Agarose, 50 mL 1 × TBE-Puffer (10.8 g Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan, 0.7 g Na2EDTA·2H2O, 5.5 g Borsäure, 7 μL Peqgreen (Peqlab)) in 
einer Gelapparatur von Peqlab mit einer Power Pak basic Spannungsquelle von BioRad (60 V) mit 
0.5 × TBE Laufpuffer 30 min entwickelt. Als Marker wurde entweder der FastRuler Low Range 
DNA ladder (ThermoScientific) mit Zugabe eines synthetisierten 46 bp ODN (10 µM) oder 1 kb 
DNA ladder (New England BioLabs). Zur Visualisierung wurde ein Raytest Image Documentation 
Analysis Imager verwendet. 
 
CD-Spektroskopie: Die CD-Spektren wurde an einem JASCO J810 mit eingebautem Peltier-
Element unter Verwendung einer Quartzglasküvette mit einer Schichtdicke von 10 mm und einer 
Konzentration von 50 µM gemessen. Die Bandweite betrug 1nm, die Ansprechzeit 2 s, die Verzöge-
rung 0 s, die Sensibilität 100mdeg und die Scangeschwindigkeit 50 nm/min. Die Spektren wurden 
fünfmal gemessen, gemittelt und anschließend einer 15fachen Glättung mit dem Savitzky-Golay-
Filter unterzogen und nach der Vorschrift von Greenfield normiert.
[302]
 
 
Chemikalien: Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich, Bachem, 
ABCR, Acros Organics, Fluka, Carbosynth und TCI Europe bezogen und falls nicht anders ver-
merkt, direkt verwendet. Wasser wurde, falls nicht anders angegeben in destillierter Form aus der 
Hausleitung bezogen. Die Lösungen zum Waschen der synthetisierten Verbindungen waren wässrig 
und mit dem jeweils angegebenen Salz gesättigt. Die Lösemittel zur Extraktion und Säulenchroma-
tographie waren von technischer Qualität und wurden vor ihrer Verwendung mittels Destillation 
aufgereinigt. 3 Å Molsieb zum Trocknen von Lösungsmittel wurde von VWR bezogen. 
 
Druckautoklav: Zur Generierung der Kohlenmonoxidatmosphäre von 3.5 bar wurde der Minicla-
ve-Glas-Druckreaktor mit einem Borosilikat-Glas 3.3 Einsatz der Firma Büchi Glas Uster AG ver-
wendet. 
 
DNA-Festphasensynthese: DNA-Oligonukleotide wurden mittels CE-Phosphoramidit-Chemie an 
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einem LV200-Polystyrol-Trägermaterial (Beladung 21 μmol/g) von Glen Research oder Link Tech-
nologies mit einem ABI 394 DNA Synthesizer (Applied Biosystems) hergestellt. Die Phosphorami-
dite von dA (Bz-dA), dC (Bz-dC oder Ac-dC), dG ( iBu-dG oder dmF-dG) und dT wurden von Link 
Technologies, trockenes Acetonitril (Rotidry, ≥ 99.9%, < 10 ppm Wasser) wurde von Roth bezogen. 
Die DNA-Oligonukleotide wurden mittels Standard-Phosphoramidit-Chemie (zwischen 200 nmol 
und 1 mol Maßstab) unter Verwendung verschiedener in der Literatur beschriebener Aktivatoren, 
meist jedoch mit Activator 42 (Sigma Aldrich) hergestellt.
[308]
 Folgende Konzentrationen wurden 
hierbei verwendet: Phosphoramidite: 0.1 M Phosphoramidit in MeCN (Rotidry, ≥ 99.9%, < 10 ppm 
Wasser, Roth), Aktivator: Activator 42 (Sigma Aldrich), Capping A: Ac2O (20%), 2,6-Lutidin (30%) 
in MeCN (Rotidry, ≥ 99.9%, < 10 ppm Wasser), Capping B: N-methylimidazol (20%) in MeCN 
(Rotidry, ≥ 99.9%, < 10 ppm Wasser), Detritylierung: 3% Dichloressigsäure in DCM, Oxidation: 
25 mM Iod in 2,6-Lutidin/MeCN/H2O (6/65/30). Die natürlichen Phosphoramidite wurden 30 s ge-
kuppelt, während bei selbst dargestellten Phosphoramiditen die Kupplungszeit auf 180-300 s ver-
längert wurde, um optimale Ausbeuten zu erzielen. Zur verbesserten Aufreinigung der Oligo-2′-
desoxynukleotide wurde die 5′-DMT-Gruppe gelegentlich nicht abgespalten (DMT on Synthese). 
Die Abspaltung vom Trägermaterial und das Entfernen der Schutzgruppen der DNA-Basen erfolgte 
je nach Schutzgruppen der Phosphoramidite mit 0.8 mL einer konz. Ammoniklösung, einer Lösung 
aus konz. Ammoniak und konz. Methylamin (1:1) oder einer 0.4 M NaOH-Lösung in Was-
ser/Methanol 1:4 (1 mL) bei 25-32 °C. Nach Zugabe von 0.6 mL einer 1 M Triethylammoniumace-
tat-Lösung (pH 7.0) und Filtration des Trägermaterials, wurden die DNA-Oligonukleotide per 
HPLC aufgereinigt (siehe unten). Das Lösungsmittel der vereinigten Fraktionen wurden entfernt 
und die Abspaltung der terminalen DMT-Gruppe oder der Acetal-Gruppe bei Verwendung von fdC-
Phosphoramidit erfolgte mittels Inkubation in einer wässrigen 80%igen HOAc-Lösung (100 μL) bei 
20 °C, gefolgt von einer EtOH-Fällung (Zugabe von 100 μL H2O, 60 μL 3 M NaOAc und 1.6 mL 
EtOH, −20 °C, 60 min) und einer zweiten HPLC-Aufreinigung. Die Konzentration der synthetisier-
ten ODN wurde mittels UV/VIS-Spektroskopie bei 260 nm (Nanodrop ND-1000 von Peqlab) be-
stimmt und mittels der Extinktionsfaktoren der jeweiligen Basen korrigiert (dA: 15.0 L/(mmol·cm), 
dC: 7.1 L/(mmol·cm), dG: 12.0 L/(mmol·cm) und dT: 8.4 L/(mmol·cm), mdC: 7.8 L/(mmol·cm), 
hmdC: 8.7 L/(mmol·cm), fdC:11.3 L/(mmol·cm), cadC: 7.1 L/(mmol·cm).
[80,209]
 Die Charakterisie-
rung der Oligo-2′-desoxynukleotide erfolgte mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie. 
 
Doppelt destilliertes Wasser (ddH2O): Für biochemische Untersuchungen und zur Herstellung 
flüssiger Phasen für die HPLC wurde doppelt destilliertes Wasser (Bidestwasser) mit Hilfe einer 
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Milli-Q Plus-Anlage mit einer QPAK® 2 Kartusche erzeugt. 
 
Dünnschichtchromatographie (DC): Es wurden die Fertigplatten Kieselgel F 254 von Merck 
verwendet. Aromatische Verbindungen wurden mittels einer UV-Lampe (254 nm und 366 nm), 
Aminverbindungen mit einer Ninhydrin-Lösung (0.3 g Ninhydrin, 3 mL Eisessig in 100 mL 
n-Butanol) und Alkohole mit einer Lösung, die 10% Schwefelsäure, 120 g (NH4)6Mo7O24·24H2O 
und 5 g (NH4)2Ce(NO3)6 (in 800 mL Wasser) enthielt, detektiert werden. Alle Lösungen wurden 
unter Lichtausschluss aufbewahrt. 
 
Enzymatische Inkorporation der fluorierten Triphosphate: Zur Ermittlung der optimalen Be-
dingungen für die Inkorporation der Triphosphate in ODN mittels PCR, wurde dessen Einbau in ein 
81 bp langes DNA-Fragment untersucht. Die Sequenzen des Templats sowie der Primer sind in Ab-
bildung 22 dargestellt und wurden von Sigma-Aldrich bezogen. 
Hierzu wurden 50 μL einer Lösung, die 5 ng Templat, 0.2 mM der natürlichen Nukleosidtriphospha-
te ohne dC (dA-, dG- und dT-Triphosphate wurden von New England BioLabs bezogen), 0.4 mM 
des jeweiligen fluorierten Nukleosidtriphosphates, 0.25 μM beider Primer und 2 U der entsprechen-
den Polymerase (KOD XL von Novagen, Therminator- und Phusion-Polymerase von New England 
BioLabs) im vom jeweiligen Anbieter der Polymerasen empfohlenen Puffer nach folgendem Sche-
ma mit Hilfe eines Mastercycler Personal (Eppendorf) inkubiert: 
Schritt Dauer / s T / °C 
Denaturierung 120 98 
30 Zyklen 
Denaturierung 20 98 
Annealing 20 55 
Verlängerung 25 72 
Finale Verlängerung 300 72 
Das erhaltene PCR-Fragment wurde mit Hilfe eines Nucleo Spin ® Kits (Macherey-Nagel) aufge-
reinigt und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (siehe oben). 
 
Gefriertrockung: Zur Entfernung von Wasser und Acetonitril wurde eine Alpha 2-4 LD plus-
Lyophille von Christ verwendet. 
 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC): Analytische Umkehrphasen-HPL-
Chromatogramme von DNA, Triphosphaten und Nukleosiden wurden an einer Waters-Anlage (al-
liance 2695 mit Photodiode Array Detector 2996) mit einer VP 250/10 Nucleodur 100-5 C18 eC-
Säule beziehungsweise einer CC 250/4 Nucleosil N 120-3 C18-Säule von Machery-Nagel aufge-
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nommen. Als flüssige Phase wurde eine 0.1 M , wässrige Triethylammoniumacetat-Lösung (Puffer 
A), der zur Elution eine 0.1 M wässrige Triethylammoniumacetat-Lösung mit 80% Acetonitril (Puf-
fer B) schrittweise zugesetzt wurde, verwendet. Der Fluss betrug 0.5 mL/min. Zur präparativen 
Umkehrphasen-HPLC von DNA und Triphosphaten wurde eine Waters-Anlage (1525EF mit einem 
2487 UV-Detektor), eine CC 250/4 Nucleosil 120-3 C18-Säule, beziehungsweise eine VP 250/10 
Nucleodur 100-5 C18eC-Säule von Machery-Nagel und das oben beschriebene Puffersystem als 
flüssige Phase verwendet (Fluss 5 mL/min). 
 
Infrarotspektroskopie (IR): IR-Spektren wurden an einem Spectrum BX FT-IR System von Per-
kin Elmer mit einem DuraSamplIR II Messkopf von Smiths und einer Diamant-ATR (Attenuated 
Total Reflection) Einheit ohne weitere Präparation der Proben aufgenommen. Zur Messung wurden 
die Proben in geringen Mengen Aceton oder DCM gelöst, die Lösung auf den Messkopf aufgetra-
gen. Nach Verdampfen des Lösungsmittels konnte der entstandene Probenfilm vermessen werden. 
Die Wellenzahlen wurden in cm
-1
 angegeben. Die Intensität der Signale wurden mit s (stark), m 
(medium), w (schwach) konkretisiert. Die Bezeichnung br steht für sehr breite Signale.  
 
Kernresonanzspektroskopie (NMR): 
Einige 
1
H-NMR- und 
13
C-NMR-Spektren wurden im Automationsbetrieb an einem Bruker ARX 
400 (400 MHz für 
1
H) aufgenommen. Weitere 
1
H-NMR-, 
13
C-NMR- sowie 
15
N-NMR- und sämtli-
che 2D-Spektren (300, 400, 600 und 800 MHz jeweils für 
1
H) wurden von der NMR-Abteilung der 
Ludwig-Maximilians-Universität München, Department Chemie (Haus F), an einem Bruker ARX 
300, Varian Inova 400, an einem Bruker ARX 600 und an einem Bruker ARX 800 gemessen. 
13
C- 
und 
15
N-NMR-Spektren wurden 
1
H-entkoppelt aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen δ 
sind in parts per million (ppm) angegeben und bezieht sich auf die Mitte des Kopplungsmusters 
oder bei Multipletts auf deren Ausdehnung. Die Kalibration der Spektren erfolgte über das Lö-
sungsmittel-Restsignal (CDCl3: δ
1
H = 7.26 ppm, δ
13
C = 77.16 ppm, DMSO-d6: δ
1
H = 2.50 ppm, δ
13
C 
= 39.52 ppm, D2O: δ
1
H = 4.65 ppm, CD3OD: δ
1
H = 3.31 ppm, δ
13
C = 49.00 ppm).
[309]
 Die Multiplizi-
täten der Signale wurden als s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), br (breites Singu-
lett), m (Multiplett) und deren Kombinationen angegeben. Die angegebenen Daten sind phänome-
nologisch, d.h. sie entsprechen der Erscheinung des Signals und nicht der theoretisch zu erwarten-
den Multiplizität. Die Kopplungskonstanten sind in Hertz (Hz) sowie jeweils als ihr Betrag angege-
ben. Sie wurden aus Lorentz-zu-Gauss transformierten 
1
H-NMR-Spektren abgelesen und beziehen 
sich, wenn nicht anders angegeben auf H-H-Kopplungen. Die Zuordnung der Signale in 
1
H-NMR- 
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und 
13
C-NMR-Spektren erfolgte mit der Hilfe von 2D-Experimenten (COSY, TOCSY, HSQC, 
HMBC, ROESY, NOESY). 
Zur Aufnahme der NMR-Spektren von DMT-geschützten Verbindungen wurde CDCl3 zuvor über 
basischem Aluminiumoxid filtriert. 
 
Kinetikmessungen PLP: Hierzu wurde 1.0 µL des Peptids (5 mM in PBS-Puffer + 10 mM MgCl2 
(pH = 7.4), 5 nmol, 1.0 Äq.) mit dem entsprechenden PLP-Derivat in unterschiedlichen Äquivalen-
ten (meist 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 14, 18) versetzt. Die Lösung wurde anschließend für 1 h in 
den Inkubator bei 37 °C gestellt. Falls die Iminbindung reduziert werden sollte, wurden 10 µL einer 
frischen 50 mM NaBH4-Lösung (0.5 µmol, 100 Äq.) der Lösung zugefügt und für 2 h in den Inku-
bator bei 37 °C gestellt. Nachfolgend wurden 80 µL des HPLC-Puffers zugefügt, kurz zentrifugiert, 
95 µL in ein HPLC-Probenglas überführt und 90 µL auf die HPLC-Säule injiziert. Zur Auswertung 
wurde das Signal des freien Peptids integriert, welches mittels folgender mathematischer Gleichun-
gen zu einen Datenpunkt umgeformt wurde:
[310,311]
 
 𝐸 𝑓𝑟𝑒𝑖 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑠 𝑓𝑟𝑒𝑖𝑒𝑛 𝑃𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑠, 𝑎𝑢𝑓 𝑑𝑖𝑒 𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑖𝑒𝑟𝑡 
[𝐸𝑆] =  [𝐸]𝑡=0 − [𝐸]𝑓𝑟𝑒𝑖  
[𝑆]𝑓𝑟𝑒𝑖 = (𝑛𝑆,𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 − 𝑛𝐸𝑆)/𝑉 
mit: [E]: Konzentration Peptid, [ES]: Konzentration Imin, [S]: Konzentration PLP-Derivat, V: Gesamtvolu-
men, n: Stoffmenge. 
 
Nach Wiederholung dieser Prozedur für verschiedene Äquivalente werden Datenpunkte entlang der 
folgenden hyperbolischen Kurvenfunktion erhalten (y ≡ [ES], x ≡ [S]frei): 
𝑦 = 𝐵𝑚𝑎𝑥 ×
𝑥
𝐾𝐷 + 𝑥
 
 
Lösungsmittel: Synthesen von Phosphoramiditen und Umsetzungen unter Beteiligung von Metall-
verbindungen wurden unter Argon-Atmosphäre durchgeführt, während für alle anderen Synthesen 
Stickstoff als Schutzgas verwendet wurde. Die jeweiligen Lösungsmittel (< 50 ppm Wasser) wurden 
von Sigma-Aldrich und Acros Organics bezogen. Zur Extraktion und Säulenchromatographie wur-
den Lösungsmittel von technischer Qualität verwendet, die vorher destillativ aufgereinigt wurden. 
 
Massenspektrometrie (MS): ESI- und EI-Massenspektren wurden von der Analytik-Abteilung der 
Ludwig-Maximilians-Universität München, Department Chemie (Haus F), angefertigt, wobei für 
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ESI-Massenspektren ein Finnigan LTQ FTICR verwendet wurde, während die EI-Spektren an ei-
nem MATCH 7a von Varian gemessen wurden. Die Zuordnung bezieht sich, falls nicht anders an-
gegeben, auf das natürlich am häufigsten vorkommende Isotop. Für MALDI-Spektren wurde ein 
Bruker Autoflex II Spektrometer mit time-of-flight-Detektor verwendet. Als Matrix diente eine 3-
Hydroxypicolinsäure-Matrix (HPA) (25 mg 3-Hydroxypicolinsäure, 5 mg Ammoniumcitrat in 
0.5 mL ddH2O, für DNA), eine α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure-Matrix (HCCA) (20 mg α-Cyano-4-
hydroxyzimtsäure in 1.0 mL ddH2O/MeCN (1:1, 0.1% TFA), für Peptide) oder eine Sinapinsäure-
Matrix (SA) (20 mg Sinapinsäure 1.0 mL ddH2O/MeCN (2:1, 0.1% TFA), für Peptide und Proteine) 
wobei die Proben vorher mit einem 0.025 μm VSWP Membranfilter von Millipore 20 min lang ge-
gen bidestilliertes Wasser entsalzt wurden. 
 
Molare Massen: Die molaren Massen der Moleküle [M] sind im Folgenden in g/mol angegeben. 
 
Peptid-Festphasensynthese: 
Zur Peptidsynthese wurde nach dem folgenden Protokoll vorgegangen 
1. Harzbeladung mit Alanin: 
TentaGel™ (S-OH, 100-200 µm, ca. 214970 beads/g, Vorbeladung: 0.28 mmol/g, Fluka) 
wurde mit Fmoc-Ala nach folgendem Protokoll beladen: 
a. 10 min Quellen des Harzes in DMF (10 mL/1 g Harz) 
b. 30 min Beladen mit 1.0 Äq. 6-Aminohexansäure, 6.0 Äq. DIPEA in DMF 
(10 mL/1 g Harz) 
c. Sechsmal Waschen mit DMF 
d. Dreimal Waschen mit DCM 
e. 15 min Capping mit Acetanhydrid/Pyridin (1:1) 
f. Zweimal Waschen mit DMF (1:1) 
g. 15 min Capping mit Acetanhydrid/Pyridin (1:1) 
h. Dreimal Waschen mit DMF 
i. Zweimal Waschen mit DCM 
Die Harzbeladung wurde über eine Fmoc-Probeabspaltung UV-spektroskopisch bestimmt. 
Hierzu wurde eine exakt bestimmte Harzmenge (ca. 2 mg) mit 1.00 mL 25% Piperidin in 
DMF behandelt. Nach 30 min wurde mit 5.00 mL MeOH verdünnt und die Absorption bei 
den Wellenlängen 289 nm und 300 nm bestimmt. Mit Hilfe der unten angegebenen Glei-
chung ließ sich die Beladung b in mmol/g Harz durch Bildung des Mittelwerts der Werte 
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beider Wellenlängen berechnen: 
𝑏 =  
𝑉 × 𝐴 × 10
𝜀 × 𝑉 × 𝑚
 
mit: V: Gesamtvolumen (mL), A: Absorption, ε : Extinktionskoeffizient (289 nm ≡ 5800 mL/(mmol·cm),  
300 nm ≡ 7800 mL/(mmol· cm)), d: Schichtdicke der Küvette (cm), m: Menge an Harz (mg) 
 
Typische Beladungswerte waren ca. 0.15 mmol/g Harz. 
2. Aminosäurekupplung: 
a. 15 min Quellen in 2.5 mL DMF 
b. 5 min Entschützung mit 2.0 mL 20% Piperidin in DMF 
c. 10 min Entschützung mit 2.0 mL 20% Piperidin in DMF 
d. Dreimal Waschen mit 2.0 mL DMF 
e. Zweimal Waschen mit 2.0 mL DCM 
f. Zweimal Waschen mit 2.0 mL DMF 
g. 5 min Quellen in 2.5 mL DMF 
h. 60 min Kuppeln mit 3.0 äq HBTU/HOBt/Fmoc-Xaa-OH, 6.0 Äq. DIPEA 
i. Zweimal Waschen mit 1.5 mL DMF 
j. 60 min Kuppeln mit 1.0 Äq. HBTU/HOBt/Fmoc-Xaa-OH, 3.0 Äq. DIPEA 
k. Zweimal Waschen mit 1.5 mL DMF 
l. 15 min Quellen in 2.5 mL DMF 
m. 5 min Entschützung mit 2.0 mL 20% Piperidin in DMF 
n. 10 min Entschützung mit 2.0 mL 20% Piperidin in DMF 
o. Dreimal Waschen mit 2.0 mL DMF 
p. Zweimal Waschen mit 2.0 mL DCM 
q. Zweimal Waschen mit 2.0 mL DMF 
Die Schritte g–q wurden mit den entsprechenden Aminosäuren wiederholt, sodass das 
N-terminal entschützte, Seitenketten geschützte, harzgebundene Peptid erhalten wurde. 
3. Abspaltung vom Harz: 
Das Harz wurde mit der Abspaltlösung (TFA/H2O/TIPS 94:2.5:2.5, 4 mL/0.1mmol Harz) für 
30 min versetzt. Die Lösung wurde filtriert, das Harz jeweils zweimal mit 4 mL DCM, DMF 
und PBS-Puffer gewaschen. Die Beads wurden anschließend im Hochvakuum getrocknet. 
 
pH-Meter: Zum Einstellen von pH-Werten wurde das Gerät MP 220 von Mettler Toledo verwen-
det, das vor jeder Messreihe durch Lösungen von pH 7.0 und 4.0 geeicht wurde. 
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Rotationsverdampfer: Zum Entfernen der Lösemittel in vacuo wurde der Rotationsverdampfer 
Laborta 4000 von Heidolph verwendet, wobei die Temperatur des Wasserbades 40 °C betrug. Bei 
Umsetzung zum Phosphoramidit wurde lediglich eine Temperatur von 25 °C verwendet. 
 
Säulenchromatographie: Hierfür wurde die Flash-Methode verwendet. Als stationäre Phase diente 
Kieselgel 60 (Korngröße 0.063–0.200 mm) von Merck. Bei säureempfindlichen Produkte wurde das 
Kieselgel vor Benutzung mit Pyridin oder NEt3 desaktiviert. 
 
Schmelzpunkt: Schmelzpunkte wurde an dem Gerät Melting Point B-540 von Büchi ohne weitere 
Korrektur bestimmt. 
 
Spritzenpumpe: Zur kontinuierlichen Zugabe von Lösungen zu Reaktionsgemischen wurde 
eine Spritzenpumpe von KD Scientific verwendet. 
 
UV/VIS-Spektroskopie: Zur Messung von UV/VIS-Spektren wurde ein JASCO V650-Spektro-
photometer mit eingebautem Peltier-Element verwendet. Die Scan-Geschwindigkeit betrug meist 
100 nm/min, das Wellenlängenintervall 0.5 nm. Als Blindprobe wurde das jeweilige Lösungsmittel 
in der jeweiligen Küvette verwendet. 
 
Zentrifuge: Zum Sedimentieren diente eine MiniSpin-Zentrifuge (Eppendorf). 
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10.2 Vorschriften zur Synthese des fdC-Phosphoramidits 
10.2.1 5-Iod-2'-desoxycytidin (123) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Münzel wurden in einem ausgeheizten Rundkolben 10.0 g 
2'-Desoxycytidin (44.0 mmol, 1.0 Äq.), 7.70 g Iod (26.4 mmol, 0.6 Äq.) und 11.4 g mCPBA (70%, 
46.2 mmol, 1.05 Äq.) in 120 mL DMF (0.37 M) gelöst und für 3 h bei Raumtemperatur gerührt.
[185]
 
Anschließend wurde das Lösungsmittel entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung 
(dryload, DCM/MeOH 9:1 → 6:1 (+ jeweils 0.5% NEt3)) wurden 8.75 g der Verbindung 123 
(24.9 mmol, 57%) in Form eines leicht gelblichen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.52 (DCM/MeOH 5:1 + 0.5% NEt3). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 8.29 (s, 1H, 6-H), 6.07 (t, 
3
J = 6.4 Hz, 1H, 1'-H), 4.20 
(dt, 
3
J = 6.1 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 3'-H), 3.77 (dd, 
3
J = 3.4 Hz, 
3
J = 3.4 Hz, 1H, 4'-H), 3.63-3.50 (m, 
2H, 5'-H), 2.12 (ddd, 
2
J = 13.2 Hz, 
3
J = 6.1 Hz, 
3
J = 3.8 Hz, 1H, 2'-H), 2.02-1.95 (m, 1H, 2'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): 163.1 (C4), 154.2 (C2), 148.4 (C6), 89.4 (C4'), 88.7 (C1'), 
71.4 (C3'), 62.1 (C5'), 56.4 (C5), 42.5 (C2'). 
HRMS (ESI+): ber. für C9H13IN3O4
+
 [M+H]
+
: 353.9945, gef.: 353.9951. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3191 (w), 1718 (m), 1642 (s), 1286 (m), 1087 (s), 957 (s), 750 (m). 
Schmelzpunkt: 136 °C (Zersetzung). 
 
 
10.2.2 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-iod-2'-desoxycytidin (124) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Münzel wurden 8.76 g der Verbindung 123 (24.6 mmol, 
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1.0 Äq.) zusammen mit 11.14 g TBS-Cl (73.9 mmol, 3.0 Äq.) und 5.03 g Imidazol (73.9 mmol, 
3.0 Äq.) in 50 mL eines Gemisches aus Pyridin/DMF (3:2, 0.49 M) bei 0 °C gelöst.
[185]
 Die klare 
Lösung wurde langsam auf Raumtemperatur erwärmt und anschließend für 16 h gerührt. Nach voll-
ständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von Eis sowie von 125 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das 
Rohprodukt wurde mit 3x 150 mL DCM extrahiert, die organischen Phasen mit 200 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in 
vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 100:1 → 20:1 (+ jeweils 
0.5% NEt3)) wurden 7.02 g 124 (12.2 mmol, 50%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.33 (DCM/MeOH 30:1 + 0.5% NEt3). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.06 (s, 1H, 6-H), 6.25-6.19 (m, 1H, 1'-H), 4.34 (dt, 
3
J = 
5.9 Hz, 
3
J = 2.9 Hz, 1H, 3'-H), 3.97 (dt, 
3
J = 2.6 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 4'-H), 3.87 (dd, 
2
J = 11.4 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 5'-H), 3.74 (dd, 
2
J = 11.4 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 5'-H), 2.44 (ddd, 
2
J = 13.3 Hz, 
3
J = 
5.9 Hz, 
3
J = 3.0 Hz, 1H, 2'-H), 2.00-1.90 (m, 1H, 2'-H), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.87 (s, 9H, 
C(CH3)3), 0.13 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.06 (s, 3H, CH3), 0.05 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): 163.2 (C4), 154.3 (2), 146.7 (6), 88.3 (C4'), 86.8 (C1'), 72.2 
(C3'), 62.8 (C5'), 56.2 (C5), 42.6 (C2'), 26.1 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 18.5 (Si-C(CH3)3), 17.9 
(Si-C(CH3)3), −4.6 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3), −5.3 (Si-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C21H41IN3O4Si2
+
 [M+H]
+
: 582.1675, gef.: 582.1683. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2929 (w), 2857 (w), 1649 (m), 1470 (m), 1256 (m), 1086 (m), 829 (s), 
776 (s). 
Schmelzbereich: 196-198 °C. 
 
 
10.2.3 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-formyl-2'-desoxycytidin (5) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Münzel wurden in einem Hochdruckautoklaven 3.50 g der Ver-
bindung 124 (6.02 mmol, 1.0 Äq.) zusammen mit 947 mg Triphenylphosphin (3.61 mmol, 0.6 Äq.) 
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und 623 mg Pd2(dba)∙CHCl3 (600 µmol, 0.1 Äq.) vorgelegt.
[185]
 Das Reaktionsgefäß wurde zur 
Dichtigkeitsprüfung einmalig mit Kohlenstoffmonooxid mit einem Gasdruck von 3.5 bar für 15 min 
befüllt. Nach bestandenem Drucktest wurde der Hochdruckautoklav belüftet, 90 mL Toluol 
(0.067 M) zugefügt, der Hochdruckautoklav zweimal mit Kohlenstoffmonoxid gespült und schließ-
lich mit Kohlenstoffmonoxid auf einen Gasdruck von 3.5 bar befüllt. Nachfolgend wurde die Sus-
pension auf 60 °C erhitzt und mit 2.02 mL Bu3SnH (7.22 mmol, 1.2 Äq.) mit einer Flussrate von 
0.15 mL/h versetzt. Nach Abschluss der Bu3SnH-Zugabe wurde für weitere 4 h gerührt. Nach Be-
lüften des Reaktionsgefäßes, Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographi-
scher Aufreinigung (dryload, iHex/EtOAc 4:1 → 1:1) wurden 2.01 g der Verbindung 5 (4.14 mmol, 
70%) in Form eines leicht gelblichen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.29 (iHex/EtOAc 1:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 9.46 (s, 1H, HC=O), 8.51 (s, 1H, 6-H), 8.16 (s, 1H, NH2), 
6.89 (s, 1H, NH2 ), 6.19 (t, 
3
J = 6.2 Hz, 1H, 1'-H), 4.33 (dt, 
3
J = 6.2 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 3'-H), 4.03 
(dd, 
3
J = 6.0 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 4'-H), 3.93 (dd, 
2
J = 11.6 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 1x 5'-H ), 3.76 (dd, 
2
J = 11.6 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 1H, 1x 5'-H), 2.59 (ddd, 
2
J = 13.5 Hz, 
3
J = 6.2 Hz, 
3
J = 3.9 Hz, 1H, 2'-H), 
2.12‐1.99 (m, 1H, 2'-H), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 0.88 (s, 9H, C(CH3)3), 0.09 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 
3H, CH3), 0.07 (s, 3H, CH3), 0.06 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 187.1 (HC=O), 162.7 (C4), 153.2 (C2), 152.9 (C6), 104.8 
(C5), 88.7 (C4'), 87.7 (C1'), 71.6 (C3'), 62.5 (C5'), 42.8 (C2'), 25.9 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 18.4 
(Si-C(CH3)3), 17.9 (Si-C(CH3)3), −4.6 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.3 (Si-CH3), −5.4 (Si-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H42N3O5Si2
+
 [M+H]
+
: 484.2658, gef.: 484.2656. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3405 (w), 3362 (w), 2949 (w), 2927 (w), 2856 (w), 1671 (m), 1650 (s), 
1501 (w), 1461 (w), 1326 (w), 1243 (m), 1083 (m), 1056 (m), 837 (s), 775 (s). 
Schmelzbereich: 155-156 °C (Zersetzung). 
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10.2.4 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxycytidin (6) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 1.00 g der Verbindung 5 (2.07 mmol, 1.0 Äq.) in 20 mL 
DCM (0.10 M) gelöst und mit 600 μL Propandiol (8.27 mmol, 4.0 Äq.) sowie 409 μL Orthoamei-
sensäuretriethylester (2.48 mmol, 1.2 Äq.) bei 0 °C versetzt. Anschließend wurden 830 μL einer 
TiCl4-Lösung (0.83 mmol, 0.4 Äq., 1 M in DCM) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung 
langsam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Nach 6 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Eis 
und 20 mL einer ges. NaHCO3-Lösung beendet. Das Rohprodukt wurde mit 75 mL DCM extrahiert, 
die organische Phase mit 20 mL einer ges. NaCl-Lösung gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. 
Nach Entfernen des Lösungsmittel in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung 
(DCM/MeOH 30:1 → 20:1) wurden 925 mg der Verbindung 6 (1.71 mmol, 83%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.43 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 7.79 (s, 1H, 6-H), 7.15 (s, 1H, NH2), 6.36 (s, 1H, NH2 ), 
6.24 (dd, 
3
J = 6.5 Hz, 
3
J = 6.5 Hz, 1H, 1'-H), 5.26 (s, 1H, O-CH-O), 4.34-4.31 (m, 1H, 3'-H), 4.24-
4.19 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.93 (dd, 
3
J = 3.2 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 4'-H), 3.92-3.85 (m, 
2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.83 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 3.3 Hz, 1H, 5'-H ), 3.74 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 3.1, 1H, 5'-H), 2.43 (ddd, 
2
J = 13.4 Hz, 
3
J = 6.0 Hz, 
3
J = 3.3 Hz, 1H, 2'-H), 2.21-2.11 (m, 1H, 
O-CH2-CH2-CH2-O), 1.95 (ddd, 
2
J = 13.4 Hz, 
3
J = 6.8 Hz, 
3
J = 6.4 Hz , 1H, 2'-H), 1.47-1.42 (m, 
1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.91 (s, 9H, C(CH3)3), 0.87 (s, 9H, C(CH3)3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.09 (s, 
3H, CH3), 0.05 (s, 3H, CH3), 0.05 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.1 (C4), 154.9 (C2), 140.1 (C6), 103.6 (C5), 99.4 (O-
CH-O), 87.8 (C4'), 86.4 (C1'), 71.9 (C3'), 67.3 (O-CH2-CH2-CH2-O), 62.8 (C5'), 42.2 (C2'), 
26.0 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 25.5 (O-CH2-CH2-CH2-O), 18.4 (Si-C(CH3)3), 18.0 (Si-C(CH3)3), 
−4.6 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.4 (Si-CH3), −5.5 (Si-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C25H48N3O6Si2
+
 [M+H]
+
: 542.3076, gef.: 542.3085. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3444 (w), 2954 (m), 2928 (m), 2856 (m), 1672 (s), 1514 (m), 1471 (m), 
1253 (m), 1098 (s), 835 (s), 777 (s). 
10 Experimenteller Teil 
 
135 
 
Schmelzbereich: 80-82 °C. 
 
 
10.2.5  O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-
dioxan-2-yl)-2'-desoxycytidin (125) 
 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 275 mg der Verbindung 6 (0.51 mmol, 1.0 Äq.) in 
6.4 mL Pyridin (0.08 M) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 76 μL para-Methoxybenzoylchlorid 
(0.56 mmol, 1.1 Äq.) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung langsam auf Raumtemperatur 
erwärmen lassen. Nach 6 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Eis und 5 mL einer ges. NaH-
CO3-Lösung beendet. Das Rohprodukt wurde mit 2x 20 mL EtOAc extrahiert und mit 5 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurde über Na2SO4 getrock-
net, das Lösungsmittel in vacuo entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung 
(DCM/MeOH 100:1 → 75:1 → 50:1) wurden 315 mg der Verbindung 125 (466 µmol, 92%) in 
Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.81 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.37 (s, 1H, NH), 8.22 (d, 
3
J = 8.8 Hz, 2H, 2x O=C-
C=CH), 7.96 (s, 1H, 6-H), 6.92 (d, 
3
J = 8.8 Hz, 2H, 2x CH=C-O-CH3), 6.24 (dd, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 
5.6 Hz, 1H, 1'-H), 5.81 (s, 1H, O-CH-O), 4.41 (dt, 
3
J = 5.9 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 3'-H), 4.29-4.27 (m, 
2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 4.08-3.99 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 4.00-3.96 (m, 1H, 4'-H), 
3.87 (s, 3H, OCH3), 3.83-3.74 (m, 2H, 5'-H ), 2.35 (ddd, 
2
J = 13.3 Hz, 
3
J = 5.3 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 
1H, 2'-H), 2.24-2.10 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 2.02 (ddd, 
2
J = 13.4 Hz, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 5.9 Hz, 
1H, 2'-H), 1.48-1.42 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 
0.12 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3), 0.07 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.1 (C4-N-C=O, C-O-CH3), 157.5 (C4), 147.8 (C2), 
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139.3 (C6), 131.9 (C4-N-(C=O)-C=CH), 129.8 (C4-N-(C=O)-C=CH), 113.3 (CH=C-O-CH3), 
96.1 (C5), 96.0 (O-CH-O), 88.2 (C4'), 86.2 (C1'), 72.4 (C3'), 67.6 (O-CH2-CH2-CH2-O), 67.5 (O-
CH2-CH2-CH2-O), 63.0 (C5'), 55.4 (O-CH3), 41.4 (C2'), 26.0 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 25.6 (O-
CH2-CH2-CH2-O), 18.4 (Si-C(CH3)3), 18.0 (Si-C(CH3)3), −4.6 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.4 (Si-
CH3), −5.5 (Si-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C33H53N3O8Si2
+
 [M+H]
+
: 676.3444, gef.: 676.3440. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2953 (m), 2928 (m), 2855 (m), 1706 (s), 1651 (m), 1563 (s), 1249 (s), 
1160 (s), 1100 (s), 830 (s), 776 (s). 
Schmelzbereich: 64-65 °C. 
 
 
10.2.6 N4-(Para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxycytidin (7) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 284 mg der Verbindung 125 (420 µmol, 1.0 Äq.) in 
6.0 mL EtOAc (0.07 M) gelöst sowie mit 169 µL Pyridin (2.10 mmol, 5.0 Äq.) und 
109 µL HF∙Pyridin (70% HF, 4.20 mmol, 10.0 Äq.) versetzt. Nach 2 h bei Raumtemperatur wurde 
ein vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 420 µL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstande-
nen Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säu-
lenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 15:1 → 10:1) konnten 175 mg der Verbindung 
7 (391 µmol, 93%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten werden. 
 
DC: Rf = 0.24 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 12.98 (s, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, 6-H), 8.02 (d, 
3
J = 
8.5 Hz, 2H, 2x O=C-C=CH), 7.02 (d, 
3
J = 8.8 Hz, 2H, 2x CH=C-O-CH3), 6.10 (dd, 
3
J = 6.4 Hz, 
3
J = 6.4 Hz, 1H, 1'-H), 5.63 (s, 1H, O-CH-O), 5.25 (d, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 3'-OH), 4.99 (dd, 
3
J = 
4.8 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 1H, 5'-OH), 4.24-4.17 (m, 1H, 3'-H), 4.08 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 2H, 
2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.88 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.84-3.82 
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(m, 1H, 4'-H), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.63-3.49 (m, 2H, 5'-H ), 2.27-2.15 (m, 1H, 2'-H), 2.13-2.01 (m, 
1H, 2'-H), 2.00-1.84 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 1.42-1.38 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 162.8 (C4-N-C=O, C-O-CH3), 156.6 (C4), 
147.1 (C2), 140.4 (C6), 131.1 (C4-N-(C=O)-C=CH), 130.3 (C4-N-(C=O)-C=CH), 113.8 (CH=C-O-
CH3), 95.5 (C5), 95.2 (O-CH-O), 87.8 (C4'), 85.8 (C1'), 70.0 (C3'), 66.8 (O-CH2-CH2-CH2-O), 
60.9 (C5'), 55.5 (O-CH3), 40.4 (C2'), 25.2 (O-CH2-CH2-CH2-O). 
HRMS (ESI−): ber. für C21H24N3O8
-
 [M−H]
-
: 446.1569, gef.: 446.1562. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3333 (w), 3052 (m), 2933 (m), 2837 (m), 1711 (m), 1665 (m), 
1577 (s), 1251 (s), 1098 (s), 1086 (s), 855 (m), 792 (m). 
Schmelzbereich: 147-148 °C. 
 
 
10.2.7 O5'-(Dimethoxytrityl)-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-
desoxycytidin (126) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 140 mg der Verbindung 7 (0.31 mmol, 1.0 Äq.) in 
2.1 mL Pyridin (0.15 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 61 µL Triethylamin (0.44 mmol, 1.4 Äq.) und 
148 mg DMT-Cl (0.44 mmol, 1.4 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurden mittels Zugabe von 5 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies verethert. Nachfolgend 
wurden 10 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, die wässrige Phase mit 20 mL EtOAc extra-
hiert und die organische Phase über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in va-
cuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH/Pyridin 100:1:1) wurden 205 mg 
der Verbindung 126 (273 µmol, 87%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.60 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 12.62 (s, 1H, NH), 8.24 (s, 1H, 6-H), 8.18 (d, 
3
J = 8.3 Hz, 
2H, 2x O=C-C=CH-CH=C-O-CH3), 7.46 (dd, 
3
J = 8.3 Hz, 
4
J = 1.2 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-C=CH-
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CH=CH), 7.37-7.33 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 7.32-7.28 (m, 2H, 2x CH2-O-C-
C=CH-CH=CH), 7.22 (dddd, 
3
J = 7.4 Hz, 
3
J = 7.4 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 1H, CH2-O-C-
C=CH-CH=CH), 6.94-6.91 (m, 2H, O=C-C=CH-CH=C-O-CH3), 6.87-6.82 (m, 4H, 4x CH2-O-C-
C=CH-CH=C-O-CH3), 6.34 (dd, 
3
J = 7.8 Hz, 
3
J = 5.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.59 (s, 1H, O-CH-O), 4.45-
4.42 (m, 1H, 3'-H), 4.07-4.04 (m, 1H, 4'-H), 3.87 (s, 3H, O=C-C=CH-CH=C-O-CH3), 3.85-3.79 (m, 
2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.78 (s, 3H, CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 3.78 (s, 3H, CH2-O-C-
C=CH-CH=C-O-CH3), 3.74-3.70 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.55 (dd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 3.4 
Hz, 1H, 1x 5'-H), 3.25 (dd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 3.5 Hz, 1H, 1x 5'-H), 2.51-2.43 (m, 1H, 1x 2'-H), 
2.28-2.21 (m, 1H, 1x 2'-H), 1.66-1.53 (m, 1H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O), 1.12-1.08 (m, 1H, 1x O-
CH2-CH2-CH2-O). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.3 (C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-O-CH3), 158.7 (2x 
CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 157.6 (C4), 148.6 (C2), 144.7 (CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 
140.0 (C6), 136.1 (CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 135.7 (CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 131.8 
(C4-N-(C=O)-C=CH), 130.3 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 130.2 (2x CH2-O-C-C=CH-
CH=C-O-CH3), 129.6 (C4-N-(C=O)-C=CH), 128.3 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 128.1 (2x CH2-
O-C-C=CH-CH=CH), 126.9 (CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 113.6 (2x C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-O-
CH3), 113.3 (4x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 96.2 (C5), 96.0 (O-CH-O), 86.8 (CH2-O-C-
C=CH-CH=CH), 86.3 (C4'), 85.8 (C1'), 72.2 (C3'), 67.4 (2x O-CH2-CH2-CH2-O), 63.4 (C5'), 55.6 
(C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-O-CH3), 55.4 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 41.6 (C2'), 25.2 
(O-CH2-CH2-CH2-O). 
HRMS (ESI+): ber. für C42H44N3O10
+
 [M+H]
+
: 750.3021, gef.: 750.3019. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3326 (w), 3052 (m), 2933 (m), 2837 (m), 1707 (m), 1604 (m), 1564 (s), 
1245 (s), 1099 (s), 1029 (m), 827 (m), 733 (m). 
Schmelzbereich: 108-109 °C. 
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10.2.8 O-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-(para-
methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxycytidin (8) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 168 mg der Verbindung 126 (0.22 mmol, 1.0 Äq.) in 
2.8 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 23 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(0.13 mmol, 0.6 Äq.) und 93 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(0.29 mmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 172 mg der Verbindung 8 (181 µmol, 81%) 
als Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.51 (DCM/MeOH 20:1 + 0.05% NEt3). 
1
H-NMR (600 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.14 (s, 1H, NH), 8.36-8.13 (m, 3H, 6-H, 2x O=C-C=CH-
CH=C-O-CH3), 7.50-7.45 (m, 2H, 2x CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 7.40-7.33 (m, 4H, 4x CH2-O-C-
C=CH-CH=C-O-CH3), 7.33-7.28 (m, 2H, 2x CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 7.22 (dddd, 
3
J = 7.4 Hz, 
3
J = 7.4 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 1H, CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 6.95-6.91 (m, 2H, O=C-
C=CH-CH=C-O-CH3), 6.88-6.82 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 6.38-6.33 (m, 1H, 
1'-H), 5.73 (s, 1H, O-CH-O), 4.53-4.47 (m, 1H, 3'-H), 4.17-4.11 (m, 1H, 4'-H), 3.87 (s, 3H, O=C-
C=CH-CH=C-O-CH3), 3.81-3.69 (m, 10H, O-CH2-CH2-CH2-O, 2x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-
CH3), 3.67-3.46 (m, 5H, 1x 5'-H, 2x P-N-CH, P-O-CH2), 3.19 (dd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 1x 
5'-H), 2.66-2.30 (m, 3H, 1x 2'-H, P-O-CH2-CH2), 2.29-2.19 (m, 1H, 2'-H), 1.77-1.60 (m, 1H, 1x O-
CH2-CH2-CH2-O), 1.16-0.97 (m, 13H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O, 12x P-N-CH-CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.3 (C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-O-CH3), 158.7 (2x 
CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 157.4 (C4), 147.7 (C2), 144.7 (CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 
139.5 (C6), 136.1 (CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 135.7 (CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 132.0 
(C4-N-(C=O)-C=CH), 130.4 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 130.3 (2x CH2-O-C-C=CH-
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CH=C-O-CH3), 129.9 (C4-N-(C=O)-C=CH), 128.4 (CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 128.4 (CH2-O-C-
C=CH-CH=CH), 128.0 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 126.9 (CH2-O-C-C=CH-CH=CH), 117.6 
(0.5x P-O-CH2-CH2-CN), 117.4 (0.5x P-O-CH2-CH2-CN), 113.5 (2x C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-
O-CH3), 113.3 (4x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 95.7 (C5), 95.2 (O-CH-O), 86.8 (CH2-O-C-
C=CH-CH=CH), 86.0 (C4'), 85.7 (C1'), 73.9 (0.5x C3'), 73.7 (0.5x C3'), 67.4 (O-CH2-CH2-CH2-O), 
63.0 (0.5x C5'), 62.8 (0.5x C5'), 58.8-58.1 (P-O-CH2), 55.5 (C4-N-C(=O)-C=CH-CH=C-O-CH3), 
55.4 (2x CH2-O-C-C=CH-CH=C-O-CH3), 43.6-43.0 (2x P-N-CH), 40.7 (C2'), 25.1 (O-CH2-CH2-
CH2-O), 24.9-24.5 (4x P-N-CH-CH3), 20.5-20.2 (P-O-CH2-CH2). 
31
P-NMR (162 MHz, CDCl3, ppm): δ = 149.2, 148.3. 
HRMS (ESI+): ber. für C51H61N5O11P
+
 [M+H]
+
: 950.4100, gef.: 950.4100. 
 (ESI-): ber. für C51H59N5O11P
−
 [M−H]
-
: 948.3954, gef.: 948.3953. 
HPLC (EC 125/2 Nucleosil 120-3 C8 Macherey-Nagel, 30% Puffer B, 20 min): tR (min) = 9.7, 
10.3. 
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10.3 Vorschriften zur Synthese isotopenmarkierter, epigenetisch relevanter 
Nukleoside 
10.3.1 5-Trideuteromethyl-2'-desoxy-(N1,N3-15N2)-cytidin (24) und 2'-desoxy-
[N1,N3-15N2]-cytidin (25) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 50 mg der Verbindung 23 (84.5 µmol, 1.0 Äq., herges-
tellt von S. Voss (AK Carell)) sowie 23 mg Ni(dppp)Cl2 (42.3 µmol, 0.5 Äq.) für 60 min im Hoch-
vakuum getrocknet, anschließend mit 1.7 mL THF (0.05 M) versetzt, auf 0 °C gekühlt, der roten 
Reaktionslösung langsam 186 µL einer D3C-MgI-Lösung (1.0 M in Diethylether, 186 µmol, 
2.2 Äq.) zugegeben und für 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurden weitere 93 µL 
D3C-MgI-Lösung (1 M in Diethylether, 93 µmol, 1.1 Äq.) zugegeben und für 1 h gerührt. Nach 
vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 4.0 mL einer ges. NH4Cl-Lösung. Das Rohprodukt 
wurde mit 3x 20 mL EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über Na2SO4 ge-
trocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreini-
gung (DCM/MeOH 100:1 → 70:1 → 50:1 → 30:1) wurden 41 mg eines 1:2.3-Gemisch aus O
3',5'
-
Bis(toluoyl)-5-trideuteromethyl-2'-desoxy-(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin (Ausbeute ca. 20%) und O
3',5'
-
Bis(toluoyl)-2'-desoxy-[N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (Ausbeute ca. 45%) mit gleichen Retentionsfaktor er-
halten, welches direkt in der nächsten Reaktion umgesetzt wurde. 
Das Gemisch wurde in 3.6 mL MeOH gelöst, mit 37 mg K2CO3 versetzt und für 21 h bei Raum-
temperatur gerührt. Nach Aufreinigung mittels präperativer reversed phase HPLC (0-15% in 45 min 
MeCN) wurden 0.57 mg 5-Trideuteromethyl-2'-desoxy-(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin (24, 2.33 µmol, 3%) 
und 1.78 mg 2'-desoxy-[N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (24, 7.77 mmol, 10%) in Form eines farblosen Fest-
stoffs erhalten. 
 
5-Trideuteromethyl-2'-desoxy-(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin (24): 
HPLC (EC 125/2 Nucleosil 120-3 C8 Macherey-Nagel, 0-15% in 45 min MeCN): tR (min) = 17.4. 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.62 (d, 
2
JH-N = 1.7 Hz, 1H, 6-H), 6.25 (dt, 
3
J = 6.6 Hz, 1H, 
1'-H), 4.41 (dt, 
3
J = 6.6 Hz, 
3
J = 4.1 Hz, 1H, 3'-H), 4.00 (dt, 
3
J = 5.0 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 4'-H), 3.82 
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(dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 1H, 5'-H), 3.73 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 5.1 Hz, 1H, 5'-H), 2.37 (dddd, 
2
J = 14.1 Hz, 
3
J = 6.2 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 
4
J = 1.6 Hz, 1H, 2'-H), 2.27 (dtd, 
2
J = 13.9 Hz, 
3
J = 6.8 Hz, 
4
J = 2.4 Hz, 1H, 2'-H). 
 
2'-Desoxy-(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin (25): 
HPLC (EC 125/2 Nucleosil 120-3 C8 Macherey-Nagel, 0-15% in 45 min MeCN): tR (min) = 13.5. 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.82 (dd, 
3
J = 7.5 Hz,
 2
JH-N = 1.5 Hz, 1H, 6-H), 6.26 (td, 
3
J = 
6.7 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 1H, 1'-H), 6.03 (ddt, 
3
J = 7.6 Hz, 
4
J = 3.7 Hz,
 3
JH-N = 0.6 Hz, 1H, 5-H), 4.44 
(dtd, 
3
J = 6.6 Hz, 
3
J = 4.0 Hz, 
4
J = 0.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.07 (dt, 
3
J = 5.2 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 4'-H), 
3.85 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 1H, 5'-H), 3.77 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 5.2 Hz, 1H, 5'-H), 2.44 
(dddd, 
2
J = 14.1 Hz, 
3
J = 6.4 Hz, 
3
J = 4.0 Hz, 
4
J = 1.6 Hz, 1H, 2'-H), 2.28 (dtd, 
2
J = 14.1 Hz, 
3
J = 
6.7 Hz, 
4
J = 2.4 Hz, 1H, 2'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 166.0 (dd, 
1
JC-N = 6.2 Hz, 
3
JC-N = 2.1 Hz, C4), 157.3 (dd, 
1
JC-N = 13.6 Hz, 
1
JC-N = 8.5 Hz, C2), 141.4 (d, 
1
JC-N = 13.0 Hz, C6), 96.1 (C5), 86.5 (d, 
3
JC-N = 
0.7 Hz, C4'), 86.1 (d, 
1
JC-N = 11.4 Hz, C1'), 70.5 (d, 
3
JC-N = 0.9 Hz, C3'), 61.2 (C5'), 39.3 (C2'). 
15
N-NMR (41 MHz, D2O, ppm): δ = −178.5, −223.6. 
 
 
10.3.2 O3',5'-Bis(toluoyl)-5-methyl-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (127) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 1.40 g der Verbindung 23 (2.37 mmol, 1.0 Äq., herges-
tellt von S. Voss (AK Carell)) sowie 642 mg Ni(dppp)Cl2 (1.18 mmol, 0.5 Äq.) für 15 h im Hochva-
kuum getrocknet, anschließend mit 47.0 mL THF (0.05 M) versetzt, auf −78 °C gekühlt und der 
roten Reaktionslösung über 30 min 2.64 mL einer MeMgCl-Lösung (1.8 M in THF, 4.74 mmol, 
2.0 Äq.) zugegeben. Die Suspension wurde für 4 h bei −78 °C und nachfolgend für 1 h bei Raum-
temperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 50 mL einer ges. NH4Cl-
Lösung. Das Rohprodukt wurde mit 3x 100 mL EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen 
Phasen über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchroma-
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tographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 70:1 → 40:1 → 20:1) wurde 926 mg eines 1:1.2-
Gemisches aus O
3',5'
-Bis(toluoyl)-5-methyl-2'-desoxy-(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin (127, Ausbeute: 38%) 
und O
3',5'
-Bis(toluoyl)-2'-desoxy-[N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (Ausbeute: 45%) mit gleichen Retentionsfak-
tor erhalten, welches direkt in der nächsten Reaktion umgesetzt wurde. 
DC: Rf = 0.44 (DCM/MeOH 10:1). 
HRMS (ESI+): ber. für C26H28N
15
N2O6
+
 [M+H]
+
: 480.1913, gef.: 480.1914. 
 
 
10.3.3 O5'-Dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-methyl-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin 
(128) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 900 mg des Gemisches aus der vorherigen Stufe (1.92 
mmol Cytidin-Derivate, 1.0 Äq. (beinhaltete 872 µmol O
3',5'
-Bis(toluoyl)-5-methyl-2'-desoxy-
(N
1
,N
3
-
15
N2)-cytidin), 127) in 24.0 mL Pyridin (0.08 M) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 267 
μL Benzoylchlorid (2.30 mmol, 1.2 Äq.) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung langsam 
auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Nach 18 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Eis und 
100 mL einer ges. NaHCO3-Lösung beendet. Das Rohprodukt wurde mit 2x 100 mL EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen mit 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über 
Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer 
Aufreinigung (DCM/MeOH 70:1 → 50:1 → 30:1) wurden 328 mg der Verbindung O
3',5'
-
Bis(toluoyl)-N
4
-benzoyl-5-methyl-2'-desoxy-[N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (576 µmol, 66%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten, welches ohne Charakterisierung direkt umgesetzt wurde. 
Im Folgenden wurden 328 mg dieser Verbindung (576 µmol, 1.0 Äq.) in 3.2 mL eines Gemisches 
aus Pyridin/EtOH (1:1) gelöst und mit 4.2 mL einer Lösung aus wässriger NaOH (2 N) und EtOH 
(1:1) versetzt. Die entstandene Suspension wurde für 4 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach voll-
ständigem Umsatz erfolgte die Zugabe des Kationenaustauschers Dowex® 50W X8 bis pH = 7 er-
reicht wurde. Die Suspension wurde filtriert, der Rückstand mit 50 mL EtOH gewaschen, das Filtrat 
in vacuo eingeengt und das erhaltene Rohprodukt ohne Charakterisierung direkt in der nächsten 
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Reaktion umgesetzt. 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden das Rohprodukt in 2.0 mL Pyridin gelöst, mit 
3 Å Molsieb, 56 µL Triethylamin und 204 mg DMT-Cl versetzt und für 3 d bei Raumtemperatur 
gerührt. Anschließend wurden mittels Zugabe von 5 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies verethert. 
Nachfolgend wurden 20 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, die wässrige Phase mit 50 mL 
EtOAc extrahiert und die organische Phase über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungs-
mittels in vacuo, Coevaporieren mit 50 mL Toluol und säulenchromatographischer Aufreinigung 
(DCM/MeOH 1:0 → 100:1 → 20:1 (+ jeweils 0.5% Pyridin)) wurden 170 mg der Verbindung 128 
(261 µmol, 30% über 3 Stufen) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.22 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.28 (d, 
3
JH-N = 83.0 Hz, 1H, NH), 8.29 (d, 
3
J = 7.6 Hz, 
2H, 2x O=C-C=CH=CH=CH), 7.81 (s, 1H, 6-H), 7.51 (t, 
3
J = 7.1 Hz, 1H, O=C-C=CH=CH=CH), 
7.46-7.38 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 7.34-7.21 (m, 7H, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, CH2-O-C-C=CH=CH=CH, 2x O=C-
C=CH=CH=CH), 6.85 (d, 
3
J = 8.8 Hz, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.42 (t, 
3
J = 
7.1 Hz, 1H, 1'-H), 4.60 (dt, 
3
J = 6.2 Hz, 
3
J = 3.1 Hz, 1H, 3'-H), 4.10 (q, 
3
J = 3.0 Hz, 1H, 4'-H), 3.79 
(s, 6H, 2x O=C-C=CH=CH=C-O-CH3), 3.51 (dd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 3.1 Hz, 1H, 5'-H), 3.38 (dd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 3.0 Hz, 1H, 5'-H), 2.50 (dddd, 
2
J = 13.5 Hz, 
3
J = 6.1 Hz, 
3
J = 3.1 Hz, 
4
J = 1.2 Hz, 
1H, 1x 2'-H), 2.35 (dddd, 
2
J = 13.5 Hz, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 6.2 Hz, 
4
J = 2.5 Hz, 1H, 1x 2'-H), 1.64 (s, 
3H, C5-CH3). 
15
N-NMR (41 MHz, CDCl3, ppm): δ = −230.3 (d, 
2
JN-N = 2.1 Hz), −233.6 (br). 
HRMS (ESI+): ber. für C38H38N
15
N2O7
+
 [M+H]
+
: 650.2644, gef.: 650.2648. 
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10.3.4 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-
methyl-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (28) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 70 mg der Verbindung 128 (110 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.4 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 11 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(66 µmol, 0.6 Äq.) und 45 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(140 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 90 mg der Verbindung 28 (106 µmol, 96%) 
als Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.36 (DCM/MeOH 40:1). 
 
 
10.3.5 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-[N1,N3-
15N2]-cytidin (31) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 588 mg der Verbindung O
3',5'
-
Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-formyl-2'-desoxy-[N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (29) (1.21 mmol, 1.0 Äq.) in 
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12.1 mL DCM (0.10 M) mit 351 μL Propandiol (4.84 mmol, 4.0 Äq.) und 239 μL Orthoameisensäu-
retriethylester (1.45 mmol, 1.2 Äq.) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 424 μL einer TiCl4-
Lösung (0.42 mmol, 0.35 Äq., 1 M in DCM) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung lang-
sam auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Nach 4 h wurde der vollständige Umsatz beobachtet 
und der Reaktionslösung 15 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben. Das Rohprodukt wurde mit 
75 mL DCM extrahiert, die organische Phase mit 20 mL einer ges. NaCl-Lösung gewaschen und 
über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittel in vacuo und säulenchromatographi-
scher Aufreinigung (DCM/MeOH 40:1 → 20:1) wurden 359 mg der Verbindung 31 (0.66 mmol, 
55%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.43 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 7.80 (s, 1H, 6-H), 6.25 (td, 
3
J = 6.4 Hz, 
3
J = 1.2 Hz, 1H, 1'-
H), 5.25 (s, 1H, O-CH-O), 4.36-4.31 (m, 1H, 3'-H), 4.22 (dddd, 
2
J = 10.6 Hz, 
3
J = 5.6 Hz, 
3
J = 
2.1 Hz, 
4
J = 1.0 Hz, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.94 (q, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 4'-H), 3.88 (dtd, 
2
J = 
12.2 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.84 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 
1H, 5'-H ), 3.75 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 3.1 Hz, 1H, 5'-H), 2.45 (dddd, 
2
J = 13.4 Hz, 
3
J = 6.0 Hz, 
3
J = 
3.4 Hz,
 4
J = 1.4 Hz, 1H, 2'-H), 2.25-2.11 (m, 1H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O), 1.95 (dddd, 
2
J = 13.3 Hz, 
3
J = 7.0 Hz, 
3
J = 6.3 Hz, 
4
J = 2.6 Hz, 1H, 2'-H), 1.46 (ddt,
 2
J = 13.7 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 
3
J = 1.2 Hz, 
1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.87 (s, 9H, C(CH3)3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 
3H, CH3), 0.06 (s, 3H, CH3), 0.05 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.5 (d, 
1
JC-N = 4.5 Hz, C4), 155.9 (t, 
1
JC-N = 9.6 Hz, 
C2), 140.3 (d, 
1
JC-N = 13.9 Hz, C6), 103.5 (C5), 99.9 (O-CH-O), 88.0 (C4'), 86.5 (d, 
1
JC-N = 
10.8 Hz, C1'), 72.0 (C3'), 67.5 (O-CH2-CH2-CH2-O), 63.0 (C5'), 42.4 (C2'), 26.2 (C(CH3)3), 25.9 
(C(CH3)3), 25.7 (O-CH2-CH2-CH2-O), 18.6 (Si-C(CH3)3), 18.2 (Si-C(CH3)3), −4.4 (Si-CH3), −4.7 
(Si-CH3), −5.2 (Si-CH3), −5.3 (Si-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C25H48N
15
N2O6Si2
+
 [M+H]
+
: 544.3017, gef.: 544.3010. 
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10.3.6 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-N4-benzoyl-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-
desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (130) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 339 mg der Verbindung 31 (0.62 mmol, 1.0 Äq.) in 
8.9 mL Pyridin (0.07 M) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 90 μL Benzoylchlorid (0.65 mmol, 
1.25 Äq.) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung langsam auf Raumtemperatur erwärmen 
lassen. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Zugabe von Eis und 50 mL einer ges. NaHCO3-Lösung 
beendet. Das Rohprodukt wurde mit 2x 50 mL EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Pha-
sen mit 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmit-
tel in vacuo entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
100:1 → 30:1 → 10:1) wurden 269 mg der Verbindung 130 (415 µmol, 67%) in Form eines farblo-
sen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.80 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.40 (d, 
3
JH-N = 92.1 Hz, 1H, NH), 8.27 (br, 2H, 2x O=C-
C=CH-CH=CH), 8.00 (s, 1H, 6-H), 7.56-7.40 (m, 1H, O=C-C=CH-CH=CH), 7.44 (t, 
3
J = 7.5 Hz, 
2H, O=C-C=CH-CH=CH), 6.25 (ddd, 
3
J = 7.4 Hz, 
3
J = 5.6 Hz, 
3
J = 1.4 Hz, 1H, 1'-H), 5.86 (s, 1H, 
O-CH-O), 4.42 (d, 
3
J = 5.7 Hz, 1H, 3'-H), 4.28-4.20 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 4.04 (br, 2H, 
2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.99 (td, 
3
J = 3.4 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 4'-H), 3.83-3.76 (m, 2H, 5'-H ), 2.35 
(br, 1H, 2'-H), 2.24-2.12 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 2.03 (dddd, 
2
J = 13.2 Hz, 
3
J = 8.4 Hz, 
3
J = 
5.9 Hz, 
4
J = 2.6 Hz, 1H, 2'-H), 1.50-1.42 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.93 (s, 9H, C(CH3)3), 0.90 
(s, 9H, C(CH3)3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.09 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 179.7 (C4-N-C=O), 158.0 (d, 
1
JC-N = 8.3 Hz, C4), 149.0 
(t, 
1
JC-N = 7.6 Hz, C2), 139.7 (d, 
1
JC-N = 8.5 Hz, C6), 137.4 (C4-N-(C=O)-C=CH), 132.5 (C4-N-
(C=O)-C=CH-CH=CH), 130.1 (2x C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 128.3 (2x C4-N-(C=O)-C=CH-
CH=CH), 96.1 (C5, O-CH-O), 88.2 (C4'), 86.5 (d, 
1
JC-N = 7.2 Hz, C1'), 72.6 (C3'), 67.8 (2x O-CH2-
CH2-CH2-O), 63.2 (C5'), 41.6 (C2'), 26.2 (C(CH3)3), 25.9 (C(CH3)3), 25.7 (O-CH2-CH2-CH2-O), 
18.6 (Si-C(CH3)3), 18.2 (Si-C(CH3)3), −4.5 (Si-CH3), −4.7 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3), −5.5 (Si-CH3). 
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HRMS (ESI+): ber. für C31H51N
15
N2O7Si2
+
 [M+H]
+
: 648.3262, gef.: 648.3270. 
 
 
10.3.7 N4-Benzoyl-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (32) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 260 mg der Verbindung 130 (0.40 mmol, 1.0 Äq.) in 
5.7 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 162 µL Pyridin (2.01 mmol, 5.0 Äq.) und 150 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 6.02 mmol, 15.0 Äq.) versetzt sowie für 19 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach voll-
ständigem Umsatz wurden 400 µL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen Suspension zugefügt 
und für 30 min gerührt. Anschließend wurde die Suspension bei 6000 rpm für 15 min zentrifugiert, 
der Überstand abgenommen und der Rückstand mit 10 mL iHex gewaschen. Nach Trocknung im 
Hochvakuum für 4 h wurden 155 mg der Verbindung 32 (370 µmol, 92%) in Form eines farblosen 
Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.30 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 12.96 (d, 
3
JH-N = 93.8 Hz, 1H, NH), 8.36 (br, 2H, 2x O=C-
C=CH-CH=CH), 8.15 (s, 1H, 6-H), 7.66-7.46 (m, 3H, O=C-C=CH-CH=CH, 2x O=C-C=CH-
CH=CH), 6.13 (t, 
3
J = 6.4 Hz, 1H, 1'-H), 5.72 (s, 1H, O-CH-O), 5.29 (br, 1H, 3'-OH), 5.04 (br, 1H, 
5'-OH), 4.24 (dd, 
3
J = 5.9 Hz, 
3
J = 3.5 Hz, 1H, 3'-H), 4.17-4.25 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 
3.96-3.88 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.86 (q, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 4'-H), 3.63 (dd, 
2
J = 11.7 Hz, 
3
J = 3.8 Hz, 1H, 5'-H), 3.58 (dd, 
2
J = 11.7 Hz, 
3
J = 3.8 Hz, 1H, 5'-H), 2.25 (br, 1H, 2'-H), 2.12 (br, 
1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 1.96 (b, 1H, 2'-H), 1.43 (d, 1H, (d, 
2
J = 13.4 Hz, O-CH2-CH2-CH2-O). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 176.0 (C4-N-C=O), 154.4 (C4), 149.2 (C2), 140.8 
(C6), 136.6 (C4-N-(C=O)-C=CH), 132.6 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 128.5.1 (2x C4-N-(C=O)-
C=CH-CH=CH), 124.6 (2x C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 95.5 (C5), 95.2 (O-CH-O), 87.9 (C4'), 
85.8 (C1'), 70.0 (C3'), 66.8 (O-CH2-CH2-CH2-O), 60.9 (C5'), 40.4 (C2'), 25.2 (O-CH2-CH2-CH2-O). 
HRMS (ESI−): ber. für C20H22N
15
N2O7
-
 [M−H]
-
: 418.1404, gef.: 418.1401. 
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10.3.8 O5'-Dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-[N1,N3-
15N2]-cytidin (132) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 126 mg der Verbindung 32 (0.30 mmol, 1.0 Äq.) in 
2.0 mL Pyridin (0.15 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 62 µL Triethylamin (0.45 mmol, 1.3 Äq.) und 
168 mg DMT-Cl (0.49 mmol, 1.65 Äq.) versetzt und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. An-
schließend wurden mittels Zugabe von 5 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies verethert. Nachfol-
gend wurden 20 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, die wässrige Phase mit 2x 50 mL 
EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen 
des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
100:1 → 40:1 → 20:1 (+ jeweils 0.5% Pyridin)) wurden 173 mg der Verbindung 132 (240 µmol, 
80%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.28 (DCM/MeOH 40:1). 
1
H-NMR (200 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.03 (s, 1H, NH), 8.30-8.15 (m, 3H, 6-H, 2x O=C-
C=CH=CH=CH), 7.51-7.23 (m, 12H, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-
O-CH3, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, CH2-O-C-C=CH=CH=CH, 2x O=C-C=CH=CH=CH, O=C-
C=CH=CH=CH), 6.90-6.78 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.34 (dd, 
3
J = 7.8 Hz, 
3
J = 5.9 Hz, 1H, 1'-H), 5.60 (s, 1H, O-CH-O), 4.48-4.49 (m, 1H, 3'-H), 4.09-4.02 (m, 1H, 4'-H), 
3.90-3.60 (m, 10H, O-CH2-CH2-CH2-O, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 3.55 (dd, 
2
J = 10.9 
Hz, 
3
J = 3.5 Hz, 1H, 5'-H), 3.25 (dd, 
2
J = 10.9 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 1H, 5'-H), 2.56-2.42 (m, 1H, 2'-H), 
2.36-2.16 (m, 1H, 2'-H), 1.71-1.44 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 1.16-1.03 (m, 1H, O-CH2-CH2-
CH2-O). 
HRMS (ESI−): ber. für C41H40N
15
N2O9
-
 [M−H]
-
: 720.2711, gef.: 720.2707. 
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10.3.9 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-
(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (30) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 80 mg der Verbindung 132 (110 µmol, 1.0 Äq.) in 
2.2 mL sorgfältig entgastem DCM (0.05 M) gelöst, mit 11 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(70 µmol, 0.6 Äq.) und 46 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(150 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 18 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 84 mg der Verbindung 30 (91 µmol, 83%) als 
Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.34 (DCM/MeOH 40:1). 
1
H-NMR (200 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.18 (s, 1H, NH), 8.39-8.13 (m, 3H, 6-H, 2x O=C-
C=CH=CH=CH), 7.61-7.09 (m, 12H, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-
O-CH3, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, CH2-O-C-C=CH=CH=CH, 2x O=C-C=CH=CH=CH, O=C-
C=CH=CH=CH), 6.94-6.79 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.43-6.29 (m, 1H, 1'-H), 
5.78 (s, 1H, O-CH-O), 4.58-4.43 (m, 1H, 3'-H), 4.18-4.10 (m, 1H, 4'-H), 3.84-3.70 (m, 10H, O-
CH2-CH2-CH2-O, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 3.64-3.41 (m, 5H, 1x 5'-H, 2x P-N-CH, P-
O-CH2), 3.19 (dd, 
2
J = 10.3 Hz, 
3
J = 2.9 Hz, 1H, 1x 5'-H), 2.81-2.30 (m, 3H, 1x 2'-H, P-O-CH2-
CH2), 2.29-2.19 (m, 1H, 1x 2'-H), 1.75-1.67 (m, 1H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O), 1.33-0.93 (m, 13H, 1x 
O-CH2-CH2-CH2-O, 12x P-N-CH-CH3). 
31
P-NMR (81 MHz, CDCl3, ppm): δ = 149.3, 148.4. 
HRMS (ESI+): ber. für C50H59N3
15
N2O10P
+
 [M+H]
+
: 922.3935, gef.: 922.3940. 
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10.3.10 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-(N4,N4-
dibenzoyl)-5-(methoxycarbonyl)-2'-desoxy-[N1,N3-15N2]-cytidin (34) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 15 mg der Verbindung 33 (19 µmol, 1.0 Äq.) in 
230 µL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 2 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(11 µmol, 0.6 Äq.) und 8 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit (24 µmol, 
1.3 Äq.) versetzt und für 21 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittel im 
Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes Silica, entgastes 
Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 18 mg der Verbindung 34 (18 µmol, 95%) als Gemisch zweier 
Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.28 (DCM/MeOH 40:1). 
 
10.3.11 [3-D]-Propiolsäure (35) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Thiem et al. wurden 1.40 mL Propiolsäure (95%, 21.6 mmol, 
1.0 Äq.) vorsichtig in eine Lösung aus 2.98 mg Natriumcarbonat (28.1 mmol, 1.3 Äq.) in 9.60 mL 
D2O (2.34 M) getropft.
[184]
 Nach 17 h wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt (SpeedVac, Deute-
rierungsgrad 90% (bestimmt durch 
13
C-NMR)) und der Rückstand erneut in 9 mL D2O gelöst. Nach 
23 h wurde die Reaktionslösung mit konz. D2SO4 bei 0 °C auf pH = 1 angesäuert, das Rohprodukt 
mit 5x 40 mL DCM extrahiert, die vereinigten organischen Phasen über Na2SO4 getrocknet, das 
Lösungsmittel am Rotationsverdampfer bis 400 mbar bei 40 °C entfernt. Nach Destillation wurden 
1.49 g [3-D]-Propiolsäure (35, 20.7 mmol, 96%, Deuterierungsgrad > 95% (
13
C-NMR)) als farblose 
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Flüssigkeit erhalten. 
 
DC: Rf = 0.69 (DCM/MeOH 10:1 + 0.5% HOAc). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 156.0 (C1), 76.8 (t, 
2
JC-D = 39.9 Hz, C3), 73.9 (C2) 
HRMS (EI): m/z = 71.0093 (M+, 46%), 53.9957 (100%). 
 
 
10.3.12 [5,6-D2,N1,N3-15N2]-Uracil (36) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Hill et al. wurden 500 mg 
15
N2-Harnstoff (8.05 mmol, 1.0 Äq.) 
in 10 mL konz. D2SO4 (0.81 M) bei 0 °C vollständig gelöst.
[176]
 Anschließend wurde die klare Reak-
tionslösung mit 581 mg [3-D]-Propiolsäure (35, 8.05 mmol, 1.0 Äq.) versetzt und unter Rückfluss 
auf 105 °C für 5 h erhitzt. Nach vollständiger Umsetzung wurde die Reaktionslösung auf Raum-
temperatur gekühlt, in 40 mL Eiswasser gegossen und für 5 d bei −20 °C aufbewahrt. Das entstan-
dene Präzipitat wurde filtriert und der Rückstand mit 19 mL ddH2O umkristallisiert. Das so erhalte-
ne Uracil-Derivat war zu > 95% an C6- und zu 40% an C5-Position deuteriert (
1
H-NMR). Zur voll-
ständigen Deuterierung wurde das Rohprodukt in 8.75 mL DCl in D2O (20% wt) suspendiert und 
für 4 h unter Rückfluss erhitzt. Anschließend wurde die Reaktionslösung für 18 h bei 4 °C aufbe-
wahrt und nachfolgend die entstandene Suspension filtriert, der Rückstand mit 10 mL Eiswasser 
gewaschen und im Hochvakuum für 4 h bei 40 °C getrocknet. Hierbei wurden 440 mg [5,6-
D2,N
1
,N
3
-
15
N2]-Uracil (36, 3.79 mmol, 47% über 2 Stufen, Deuterierungsgrad > 95% (
1
H-NMR)) 
als farbloser Feststoff erhalten. 
DC: Rf = 0.37 (DCM/MeOH 10:1 + 0.5% HOAc). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 11.06 (dd, 
1
JH-N = 76.6 Hz, 
3
J = 2.2 Hz, 1H, 3-H), 
11.06 (dd, 
1
JH-N = 81.9 Hz, 
3
J = 2.2 Hz, 1H, 1-H), 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 164.6 (d, 
1
JC-N = 9.2 Hz, C4), 151.7 (dd, 
1
JC-N = 
18.7 Hz, 
1
JC-N = 16.5 Hz, C2), 142.6-141.6 (m, C6), 100.1 (dt, 
1
JC-D = 26.5 Hz, 
2
JC-N = 6.4 Hz, C5). 
15
N-NMR (41 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −221.0 (d, 
2
JN-N = 2.8 Hz), −248.6 (d, 
2
JN-N = 2.6 Hz). 
HRMS (EI): m/z = 116.0328 (M+, 100%), 72.0310 (36%). 
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10.3.13 2'-Desoxy-[5,6-D2,N1,N3-15N2]-cytidin (38) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 400 mg [5,6-D2,N
1
,N
3
-
15
N2]-Uracil (36, 3.45 mmol, 
1.0 Äq.) in 25.2 mL HMDS und 2.70 mL TMS-Cl suspendiert und für 1 h bis zum Eintreten einer 
klaren Lösung unter Rückfluss bei 120 °C erhitzt. Anschließend wurde das Lösungsmittel in vacuo 
entfernt und mit 3x 20 mL Chloroform coevaporiert. Nachfolgend wurde der Rückstand in 10.6 mL 
Chloroform (0.33 M) gelöst, mit 1.46 g Hoffer's Chlorzucker
[312]
 (3.80 mmol, 1.1 Äq.) versetzt und 
für 15 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz wurde der Reaktionslösung 
75 mL DCM zugefügt und die organische Phase mit 50 mL einer ges. NaHCO3-Lösung sowie mit 
50 mL einer ges. NaCl-Lösung gewaschen. Nach Trocknung über MgSO4 wurde das Lösungsmittel 
in vacuo entfernt und das erhaltene Rohprodukt, ein Gemisch aus β- und α-Anomer (10:1) wurde 
direkt umgesetzt. 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 1.50 g des Rohprodukts (3.20 mmol, 1.0 Äq.) in 32 mL 
THF (0.1 M) gelöst, auf 0 °C gekühlt, mit 640 mg NaH (60% in Mineralöl, 16.0 mmol, 5.0 Äq.) 
versetzt und für 30 min bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurden 1.94 g Triisopropylben-
zolsulfonylchlorid (TPS-Cl, 6.40 mmol, 2.0 Äq.) zugegeben und für 16 h gerührt. Nach vollständi-
gem Umsatz wurde der Reaktionslösung 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung zugefügt und das Roh-
produkt mit 2x 50 mL EtOAc extrahiert. Nach Trocknung über MgSO4 wurde das Lösungsmittel in 
vacuo entfernt, woraufhin ein leicht gelblicher Feststoff erhalten wurde. Dieser wurde anschließend 
in 107 mL Dioxan gelöst, mit 32.0 mL ammoniakalischem MeOH (7 N) versetzt und für 17 h bei 
Raumtemperatur gerührt. Dies resultierte in einer vollständigen Aminierung der C4-Position, aller-
dings in einer nur partiellen Entschützung der 3'- und 5'-Hydroxylgruppen. Das Lösungsmittel wur-
de daher in vacuo entfernt, der Rückstand in 32.0 mL ammoniakalischem MeOH (7 N) gelöst und 
für 2 d bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchro-
matographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 5:1 → 3:1) wurden 472 mg 2'-Desoxy-[5,6-D2,N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (2.04 mmol, 59%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Allerdings konnte mas-
senspektrometrisch festgestellt werden, dass das D2/D1-Verhältnis der Verbindung lediglich > 96% 
betrug. 
Die vollständige Deuterierung wurde durch R. Rahimoff (AK Carell) in einer Sequenz aus C5-
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Iodierung und nachfolgender reduktiver Deuterierung in Anlehnung an die Vorschriften von Münzel 
und Ramanathan et al. erreicht.
[185,186]
 Nach Aufreinigung mittels präperativer reversed phase 
HPLC wurde 2'-Desoxy-[5,6-D2,N
1
,N
3
-
15
N2]-cytidin (38) in einer Ausbeute von 42% (Deuterie-
rungsgrad D2/D1 = 99.7%, [M+4]/[M+3] = 96.6%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.12 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 6.22 (t, 
3
J = 6.6 Hz, 1H, 1'-H), 4.38 (dt, 
3
J = 7.4 Hz, 
3
J = 
4.1 Hz, 1H, 3'-H), 4.00 (q, 
3
J = 4.2 Hz, 1H, 4'-H), 3.79 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 1H, 5'-H), 
3.70 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 5.2 Hz, 1H, 5'-H), 2.38 (dddd, 
2
J = 14.0 Hz, 
3
J = 6.2 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 
4
J 
= 1.4 Hz, 1H, 2'-H), 2.25 (dtd, 
2
J = 14.0 Hz, 
3
J = 6.7 Hz, 
4
J = 2.4 Hz, 1H, 2'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 166.2 (d, 
1
JC-N = 6.2 Hz, C4), 157.5 (dd, 
1
JC-N = 13.7 Hz, 
1
JC-N = 8.5 Hz, C2), 141.2 (dt, 
1
JC-D = 28.0 Hz, 
1
JC-N = 13.8 Hz, C6), 95.8 (t, 
1
JC-D = 25.6 Hz, C5), 
86.6 (C4'), 86.1 (d, 
1
JC-N = 11.4 Hz, C1'), 70.5 (C3'), 61.2 (C5'), 39.2 (C2'). 
15
N-NMR (41 MHz, D2O, ppm): δ = −176.0, −221.3. 
HRMS (ESI+): ber. für C9H12D2N
15
N2O4
+
 [M+H]
+
: 232.1045, gef.: 232.1044. 
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10.4 Vorschriften zur Synthese fluorierter Phosphoramidite 
10.4.1 5-Iod-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (129) 
 
In Abwandlung einer Vorschrift von Münzel wurden in einem ausgeheizten Rundkolben 10.0 g 
(40.8 mmol, 1.0 Äq.) 2'-Desoxy-2'(R)-fluor-cytidin, 6.22 g Iod (24.5 mmol, 0.6 Äq.) und 10.6 g 
mCPBA (70%, 42.8 mmol, 1.05 Äq.) in 112 mL DMF (0.37 M) gelöst und für 7 h bei Raumtempe-
ratur gerührt.
[185]
 Anschließend wurde das Lösungsmittel entfernt und nach säulenchromatographi-
scher Aufreinigung (DCM/MeOH 10:1 → 5:1 + 1% NEt3) wurden 10.2 g der Verbindung 129 
(27.4 mmol, 67%) in Form eines gelblichen Feststoffs erhalten werden. 
 
DC: Rf = 0.58 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 8.46 (s, 1H, 6-H), 7.85 (s, 1H, NH2), 6.65 (s, 1H, 
NH2), 5.84 (dd, 
3
JH-F = 17.3 Hz, 
3
J = 1.2 Hz, 1H, 1'-H), 5.00-4.76 (m, 1H, 2'-H), 4.16 (ddd, 
3
JH-F = 
24.5 Hz, 
3
J = 8.5 Hz, 
3
J = 4.1 Hz, 1H, 3'-H), 3.91-3.85 (m, 1H, 4'-H), 3.81 (dd, 
2
J = 12.4 Hz, 
3
J = 
2.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.61 (dd, 
2
J = 12.4 Hz,
 3
J = 2.5 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 164.0 (C4), 153.7 (C2), 147.2 (C6), 104.4 (C5), 94.2 
(d, 
1
JC-F = 185.4 Hz, C2'), 88.0 (d, 
2
JC-F = 33.4 Hz, C1'), 82.7 (C4'), 66.6 (d, 
2
JC-F = 16.4 Hz, C3'), 
58.5 (C5'), 56.8 (C5). 
19
F-NMR (282 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −201.2 (ddd, 
2
JF-H = 53.2 Hz, 
3
JF-H = 24.5 Hz, 
3
JF-H = 
17.3 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C9H11FIN3O4Na
+
 [M+Na]
+
: 393.9670 gef.: 393.9665. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3347 (w), 2984 (m), 2711 (w), 2501 (w), 1714 (m), 1626 (s), 1557 (s), 
1475 (s), 1286 (m), 1100 (s), 1069 (s), 765 (s), 735 (s). 
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10.4.2 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-iod-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (43) 
 
In Abwandlung einer Vorschrift von Münzel wurden 9.69 g der Verbindung 129 (26.1 mmol, 1.0 
Äq.) zusammen mit 11.8 g TBS-Cl (78.3 mmol, 3.0 Äq.) und 8.00 g Imidazol (118 mmol, 4.5 Äq.) 
in 50 mL eines Gemisches aus Pyridin/DMF (3:2, 0.5 M) bei 0 °C gelöst.
[185]
 Die klare Lösung wur-
de langsam auf Raumtemperatur erwärmt und anschließend für 23 h gerührt. Nach vollständigem 
Umsatz erfolgte die Zugabe von Eis sowie von 125 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohpro-
dukt wurde mit 3x 150 mL EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit 200 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in 
vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 100:1 → 20:1 + 1% NEt3) wur-
den 13.6 g 43 (24.6 mmol, 95%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.55 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 9.42 (s, 1H, NH2), 7.97 (s, 1H, 6-H), 5.96 (dd, 
3
JH-F = 
16.5 Hz, 
3
J = 1.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.83 (s, 1H, NH2), 4.79 (ddd, 
2
JH-F = 52.3 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 
3
J = 1.9 
Hz, 1H, 2'-H), 4.17 (ddd, 
3
JH-F = 19.0 Hz, 
3
J = 7.3 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 3'-H), 4.07-4.01 (m, 2H, 4'-
H, 5'-H), 3.77 (dd, 
2
J = 12.1 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 0.94 (s, 9H, C(CH3)3), 0.87 (s, 9H, 
C(CH3)3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.14 (s, 3H, CH3), 0.07 (s, 3H, CH3), 0.07 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 164.2 (C4), 154.7 (C2), 146.0 (C6), 93.1 (d, 
1
JC-F = 
192.9 Hz, C2'), 89.0 (d, 
2
JC-F = 34.0 Hz, C1'), 83.7 (C4'), 68.6 (d, 
2
JC-F = 16.3 Hz, C3'), 60.9 (C5'), 
57.4 (C5), 26.4 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 18.8 (Si-C(CH3)3), 18.1 (Si-C(CH3)3), −3.4 (Si-CH3), 
−4.8 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.0 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −201.7 (ddd, 
2
JF-H = 52.3 Hz, 
3
JF-H = 19.0 Hz, 
3
JF-H = 
16.8 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C21H40FIN3O4Si2
+
 [M+H]
+
: 600.1581, gef.: 600.1580. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3454 (w), 3323 (w), 2928 (m), 1657 (s), 1486 (m), 1361 (w), 1253 (m), 
1125 (m), 1074 (m), 994 (w), 836 (s), 778 (s). 
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10.4.3 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin 
(44) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 1.79 g der Verbindung 43 (3.00 mmol, 1.0 Äq.) zu-
sammen mit 347 mg Pd(PPh3)4 (300 µmol, 0.1 Äq.) in 30 mL THF (0.1 M) gelöst und für 10 min 
unter Rückfluss erhitzt. Anschließend wurden langsam 3.90 mL AlMe3 (2 M in Hexan, 7.80 mmol, 
2.6 Äq.) zugetropft und für 17 h unter Rückflusskühlung erhitzt. Nach vollständigem Umsatz er-
folgte die Zugabe von 15 mL ddH2O sowie 15 mL einer ges. NH4Cl-Lösung. Das Rohprodukt wur-
de mit 2x 300 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. 
Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung 
(DCM/MeOH 20:1 → 10:1) wurden 1.15 g 44 (2.36 mmol, 79%) in Form eines farblosen Feststoffs 
erhalten. 
 
DC: Rf = 0.45 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 7.54 (d, 
4
J = 1.1 Hz, 1H, 6-H), 6.00 (dd, 
3
JH-F = 17.3 Hz, 
3
J = 1.6 Hz, 1H, 1'-H), 4.85 (ddd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 
3
J = 1.6 Hz, 1H, 2'-H), 4.22 (ddd, 
3
JH-F = 19.3 Hz, 
3
J = 7.7 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 1H, 3'-H), 4.10-4.02 (m, 2H, 4'-H, 5'-H), 3.80 (dd, 
2
J = 
11.9 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 1.92 (d, 
4
J = 1.1 Hz, 3H, C5-CH3), 0.94 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 
9H, C(CH3)3), 0.13 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ =165.8 (C4), 155.7 (C2), 138.7 (C6), 101.7 (C5), 93.4 (d, 
1
JC-F = 190.9 Hz, C2'), 89.0 (d, 
2
JC-F = 34.7 Hz, C1'), 83.2 (C4'), 68.6 (d, 
2
JC-F = 16.5 Hz, C3'), 61.0 
(C5'), 26.1 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.6 (Si-C(CH3)3), 18.0 (Si-C(CH3)3), 13.3 (C5-CH3), −4.5 
(Si-CH3), −5.0 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3), −5.3 (Si-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −200.9 (dt, 
2
JF-H = 52.6 Hz, 
3
JF-H = 18.7 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H43FN3O6Si2
+
 [M+H]
+
: 488.2771, gef.: 488.2774. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3299 (m), 2953 (w), 2929 (m), 2858 (w), 1662 (s), 1622 (m), 1549 (s), 
1486 (s), 1386 (m), 1361 (m), 1252 (m), 1130 (s), 1059 (s). 
Schmelzbereich: 154-156 °C. 
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10.4.4 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-N4-benzoyl-5-methyl-2'-desoxy-2'(R)-
fluor-cytidin (131) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 400 mg der Verbindung 44 (820 µmol, 1.0 Äq.) in 
4.1 mL Pyridin (0.2 M) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 189 μL Benzoylchlorid (1.64 mmol, 
2.0 Äq.) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung langsam auf Raumtemperatur erwärmen 
lassen. Nach 3 h wurde eine vollständige Umsetzung beobachtet und der Reaktionslösung Eis und 
10 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben. Das Rohprodukt wurde mit 2x 50 mL DCM extra-
hiert und mit 10 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen 
wurde über MgSO4 getrocknet, das Lösungsmittel in vacuo entfernt und nach säulenchromatogra-
phischer Aufreinigung (DCM/MeOH 1:0 → 100:1 → 50:1) wurden 295 mg der Verbindung 131 
(498 µmol, 61%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.85 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.31 (d, 
3
J = 7.8 Hz, 2H, 2x O=C-C=CH), 7.58 (s, 1H, 6-
H), 7.53 (tt, 
3
J = 7.3 Hz, 
4
J = 1.6 Hz, 1H, O=C-C=CH-CH=CH), 7.44 (t, 
3
J = 8.0 Hz, 2H, 2x O=C-
C=CH-CH=CH), 6.09 (dd, 
3
JH-F = 15.5 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 1'-H), 4.87 (ddd, 
2
JH-F = 52.6 Hz, 
3
J = 
4.6 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 2'-H), 4.31 (ddd, 
3
JH-F = 14.6 Hz, 
3
J = 6.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.08 
(dd, 
3
J = 6.1 Hz, 
3
J = 1.8 Hz, 1H, 4'-H), 4.02 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 5'-H), 3.79 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 2.11 (d, 
4
J = 1.2 Hz, 3H, C5-CH3), 0.96 (s, 9H, C(CH3)3), 0.92 
(s, 9H, C(CH3)3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.14 (s, 3H, CH3), 0.13 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 179.9 (C4-N-C=O), 159.7 (C4), 148.0 (C2), 137.2 (C4-N-
(C=O)-C=CH-CH=CH), 136.5 (C6), 132.6 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 130.9 (C4-N-(C=O)-
C=CH), 128.3 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 112.2 (C5), 92.6 (d, 
1
JC-F = 191.4 Hz, C2'), 88.1 (d, 
2
JC-F = 36.6 Hz, C1'), 84.6 (C4'), 69.5 (d, 
2
JC-F = 15.5 Hz, C3'), 61.7 (C5'), 26.2 (C(CH3)3), 25.8 
(C(CH3)3), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.3 (Si-C(CH3)3), 13.8 (C5-CH3), −4.4 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), 
−5.1 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −203.7 (dt, 
2
JF-H = 52.8 Hz, 
3
JF-H = 14.7 Hz). 
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HRMS (ESI+): ber. für C29H47FN3O5Si2
+
 [M+H]
+
: 592.3033, gef.: 592.3040. 
 
10.4.5 N4-Benzoyl-5-methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (45) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 265 mg der Verbindung 131 (448 µmol, 1.0 Äq.) in 
6.4 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 181 µL Pyridin (2.24 mmol, 5.0 Äq.) sowie 169 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 6.72 mmol, 15.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 21 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 6.72 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 1 h wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säulenchro-
matographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 20:1 → 10:1) konnten 160 mg der Verbindung 45 
(441 µmol, 98%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.25 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (800 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 13.03 (s, 1H, NH), 8.20 (b, 3H, 2x O=C-C=CH, 6-H), 
7.60 (t, 
3
J = 6.3 Hz, 1H, O=C-C=CH-CH=CH), 7.51 (t, 
3
J = 7.5 Hz, 2H, 2x O=C-C=CH-CH=CH), 
5.94 (dd, 
3
JH-F = 17.0 Hz, 
3
J = 1.0 Hz, 1H, 1'-H), 5.65 (d, 
3
J = 6.06 Hz, 1H, 3'-OH), 5.38 (d, 
3
J = 
5.7 Hz, 1H, 5'-OH), 5.08 (d, 
2
JH-F = 55.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.21 (dddd, 
3
JH-F = 24.0 Hz, 
3
J = 15.2 Hz, 
3
J 
= 6.8 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 1H, 3'-H), 3.94 (d, 
3
J = 8.0 Hz, 1H, 4'-H), 3.86 (dd, 
2
J = 11.3 Hz, 
3
J = 3.5 Hz, 
1H, 5'-H), 3.65 (ddd, 
2
J = 12.5 Hz, 4.5 Hz, 
3
J = 2.7 Hz, 1H, 5'-H), 2.00 (s, 3H, C5-CH3). 
13
C-NMR (201 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 178.2 (C4-N-C=O), 159.0 (C4), 147.3 (C2), 138.6 
(C6), 136.7 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 132.6 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 129.3 (C4-N-
(C=O)-C=CH), 128.4 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 109.6 (C5), 93.6 (d, 
1
JC-F = 186.7 Hz, C2'), 
87.6 (d, 
2
JC-F = 37.3 Hz, C1'), 83.2 (C4'), 66.9 (d, 
2
JC-F = 14.9 Hz, C3'), 58.9 (C5'), 13.2 (C5-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −202.3 (dt, 
2
JF-H = 52.6 Hz, 
3
JF-H = 18.3 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C17H19FN3O5
+
 [M+H]
+
: 364.1303, gef.: 364.1305. 
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10.4.6 O5'-Dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin 
(133) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 140 mg der Verbindung 45 (385 µmol, 1.0 Äq.) in 
2.6 mL Pyridin (0.15 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 74 µL Triethylamin (539 µmol, 1.4 Äq.) und 
182 mg DMT-Cl (539 µmol, 1.4 Äq.) versetzt und für 15 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurden mittels Zugabe von 5 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies für 5 min verethert. Nach-
folgend wurden 30 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, das Rohprodukt mit 2x 50 mL DCM 
extrahiert, mit 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und die vereinigten organischen Phasen 
über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, säulenchromatographischer 
Aufreinigung (passiviertes Silica, DCM/MeOH 1:0 → 100:1 → 50:1 (jeweils + 0.5% Pyridin) und 
Coevaporieren mit 100 mL Toluol wurden 235 mg der Verbindung 133 (353 µmol, 92%) in Form 
eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.65 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (800 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.33 (s, 1H, NH), 8.29 (dd, 
3
J = 8.0 Hz, 
4
J = 1.5 Hz, 2H, 
2x O=C-C=CH), 7.75 (d, 
4
J = 1.4 Hz, 1H, 6-H), 7.52 (tt, 
3
J = 6.3 Hz, 
3
J = 1.4 Hz, 1H, O=C-C=CH-
CH=CH), 7.45-7.40 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 7.35-7.23 (m, 7H, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH, 2x O=C-C=CH-CH=CH, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH, CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 6.89-6.83 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.13 (dd, 
3
JH-F = 16.5 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 1'-H), 5.16 (ddd, 
2
JH-F = 52.6 Hz, 
3
J = 4.5 Hz,
 3
J = 2.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.59 (dt, 
3
JH-F = 17.7 Hz, 
3
J = 5.8 Hz, 1H, 3'-H), 4.17-4.14 (m, 1H, 4'-H), 3.63 (dd, 
2
J = 11.1 Hz, 
3
J = 2.2 Hz, 
1H, 5'-H), 3.47 (dd, 
2
J = 11.1 Hz, 2.9 Hz, 1H, 5'-H), 1.61 (d, 
4
J = 1.2 Hz, 3H, C5-CH3). 
13
C-NMR (201 MHz, CDCl3, ppm): δ = 179.9 (C4-N-C=O), 159.7 (C4), 158.9 (CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 158.9 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 149.9 (C2), 144.4 (CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 136.8 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 136.2 (C6), 135.4 (CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 135.3 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 132.7 (C4-N-(C=O)-C=CH-
CH=CH), 130.2 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 130.2 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 
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130.1 (C4-N-(C=O)-C=CH), 128.3 (C4-N-(C=O)-C=CH-CH=CH), 128.3 (2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 128.2 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 127.4 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 113.5 
(2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 113.5 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 112.6 (C5), 93.8 
(d, 
1
JC-F = 188.5 Hz, C2'), 88.1 (d, 
2
JC-F = 34.4 Hz, C1'), 87.2 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 82.7 
(C4'), 69.5 (d, 
2
JC-F = 17.5 Hz, C3'), 61.8 (C5'), 55.4 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 55.4 (CH2-
O-C-C=CH=CH=C-O-CH3),13.1 (C5-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −204.0 (dt, 
2
JF-H = 52.9 Hz, 
3
JF-H = 17.1 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C38H37FN3O7
+
 [M+H]
+
: 666.2610, gef.: 666.2633. 
 
 
10.4.7 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-benzoyl-5-
methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (46) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 100 mg der Verbindung 133 (150 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.9 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 15 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(90 µmol, 0.6 Äq.) und 62 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(195 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 126 mg der Verbindung 46 (146 µmol, 97%) 
als Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.35 (DCM/MeOH 40:1). 
19
F-NMR (376 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −201.3 (dtd, 
2
JF-H = 52.2 Hz, 
3
JF-H = 17.5 Hz, 
4
JF-P = 
10.4 Hz), −200.9 (dddd, 
2
JF-H = 52.6 Hz, 
3
JF-H = 20.7 Hz, 
3
JF-H = 16.6 Hz, 
4
JF-P = 9.6 Hz). 
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31
P-NMR (162 MHz, CDCl3, ppm): δ = 151.4 (d, 
4
JP-F = 9.6 Hz), 151.0 (d, 
4
JP-F = 10.4 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C47H54FN5O8P
+
 [M+H]
+
: 866.3689, gef.: 866.3700. 
 
 
10.4.8 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-formyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin 
(53) 
 
In einem Hochdruckautoklaven wurden 1.81 g der Verbindung 43 (3.01 mmol, 1.0 Äq.) zusammen 
mit 473 mg Triphenylphosphin (1.81 mmol, 0.6 Äq.) und 312 mg Pd2(dba)3∙CHCl3 (300 µmol, 0.1 
Äq.) vorgelegt. Das Reaktionsgefäß wurde zur Dichtigkeitsprüfung einmalig mit Kohlenstoffmono-
oxid mit einem Gasdruck von 3.5 bar für 15 min befüllt. Nach bestandenem Drucktest wurde der 
Hochdruckautoklav belüftet, 45 mL Toluol (0.067 M) zugefügt, der Hochdruckautoklav zweimal mit 
Kohlenstoffmonoxid gespült und schließlich mit Kohlenstoffmonoxid mit einem Gasdruck von 
3.5 bar befüllt. Nachfolgend wurde die Suspension auf 60 °C erhitzt und mit 1.01 mL Bu3SnH 
(3.61 mmol, 1.2 Äq.) mit einer Flussrate von 0.15 mL/h versetzt. Nach Abschluss der Bu3SnH-
Zugabe wurde für weitere 4 h gerührt. Nach Belüften des Reaktionsgefäßes, Entfernen des Lö-
sungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (dryload, iHex/EtOAc 
4:1 → 1:1) wurden 1.43 g der Verbindung 53 (2.85 mmol, 94%) in Form eines leicht gelblichen 
Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.26 (iHex/EtOAc 1:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 9.51 (s, 1H, C(=O)-H), 8.54 (s, 1H, 6-H), 8.24 (s, 1H, 
NH2), 6.71 (s, 1H, NH2), 6.03 (dd, 
3
JH-F = 16.0 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 1'-H), 4.92 (dd, 
2
JH-F = 51.5 Hz, 
3
J = 3.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.32-4.07 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 3.82 (dd, 
2
J = 14.5 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 
5'-H), 0.94 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 
3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 187.1 (C(=O)-H), 162.8 (C4), 153.0 (C2), 153.0 (C6), 
105.5 (C5), 92.8 (d, 
1
JC-F = 192.9 Hz, C2'), 89.6 (d, 
2
JC-F = 34.4 Hz, C1'), 83.6 (C4'), 68.0 (d, 
2
JC-F = 16.6 Hz, C3'), 60.5 (C5'), 25.7 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.0 (Si-
10 Experimenteller Teil 
 
163 
 
C(CH3)3), −4.5 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.3 (Si-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −200.9 (dt, 
2
JF-H = 52.3 Hz, 
3
JF-H = 19.0 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H41FN3O5Si2
+
 [M+H]
+
: 502.2563, gef.: 502.2565. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3274.0 (w), 2928.9 (m), 1666.3 (s), 1507.0 (m), 1471.9 (m), 1417.4 (m), 
1361.6 (m), 1252 (m), 1120.5 (m), 1073.0 (m), 994.1 (m), 835.0 (s), 779.0 (s), 668.3 (m). 
Schmelzpunkt: 74 °C. 
 
 
10.4.9 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-hydroxymethyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-
cytidin (49) 
 
In einem Rundkolben wurden 702 mg der Verbindung 53 (1.40 mmol, 1.0 Äq.) in 70 mL 
MeOH (0.02 M) gelöst und mit 1.56 g CeCl3∙7 H2O (4.20 mmol, 3.0 Äq.) versetzt. Nach vollständi-
gem Lösen des Reagenzes wurden langsam 53 mg NaBH4 (1.40 mmol, 1.0 Äq.) zugefügt und für 
1 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 230 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung beendet. Das Rohprodukt wurde zweimal mit je 100 mL EtOAc extrahiert, die 
vereinigten organischen Phasen mit 100 mL einer ges. NaCl-Lösung gewaschen und über Na2SO4 
getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreini-
gung (DCM/MeOH 20:1 → 10:1) wurden 566 mg der Verbindung 49 (1.12 mmol, 80%) in Form 
eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.38 (DCM/MeOH 1:1). 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.86 (s, 1H, NH2), 7.60 (s, 1H, 6-H), 6.49 (s, 1H, NH2), 
5.64 (d, 
3
JH-F = 19.6 Hz, 1H, 1'-H), 4.87 (dd, 
2
JH-F = 53.4 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 2'-H), 4.34 (s, 2H, 
C5-CH2), 4.20 (ddd, 
3
JH-F = 19.4 Hz, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 1H, 3'-H), 4.08-3.96 (m, 2H, 4'-H, 
5'-H), 3.80 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 1H, 5'-H), 0.93 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 
0.13 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3), 0.07 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): δ = 165.7 (C4), 156.3 (C2), 140.8 (C6), 106.2 (C5), 93.1 (d, 
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1
JC-F = 190.3 Hz, C2'), 91.8 (d, 
2
JC-F = 36.2 Hz, C1'), 83.9 (C4'), 69.4 (d, 
2
JC-F = 16.1 Hz, C3'), 62.4 
(C5-CH2), 59.5 (C5'), 26.2 (C(CH3)3), 25.8 (C(CH3)3), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.2 (Si-C(CH3)3), −4.4 
(Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.1 (Si-CH3), −5.1 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −198.8 (s (breit)). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H43FN3O5Si2
+
 [M+H]
+
: 504.2720, gef.: 504.2720. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3345.7 (w), 2929.8 (m), 1666.7 (s), 1492.2 (m), 1362.9 (m), 1253.5 (m), 
1124.0 (s), 1082.0 (s), 994.9 (m), 840.0 (s), 780.3 (s). 
Schmelzbereich: 84-86 °C. 
 
 
10.4.10 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-4,5-(1,3-[3H,6H]-oxazin-2-on)-2'-
desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (50) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 1.65 g der Verbindung 49 (3.28 mmol, 1.0 Äq.) in 
820 mL THF (0.004 M) und mit 197 mg NaH (60% in Mineralöl, 4.92 mmol, 1.5 Äq.) versetzt. 
Nach 1 h wurden 992 mg 4-Nitrophenylchloroformiat (4.92 mmol, 1.5 Äq.) langsam zugefügt und 
die Reaktionslösung bei Raumtemperatur für 21 h gerührt wurde. Zum vollständigen Reaktionsum-
satz wurden nachfolgend 1.12 mL DIPEA (6.56 mmol, 2.0 Äq.) zugefügt und für weitere 22 h ge-
rührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 150 mL einer ges. NaHCO3-Lösung beendet. Das 
Rohprodukt wurde mit 3x 250 mL EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 
2x 200 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über MgSO4 ge-
trocknet, das Lösungsmittel in vacuo entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung 
(DCM/MeOH 100:1 → 50:1) wurden 1.37 g der Verbindung 50 (2.58 mmol, 79%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.58 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.92 (s, 1H, NH), 8.13 (s, 1H, 6-H), 6.02 (d, 
3
JH-F = 
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16.5 Hz, 1H, 1'-H), 5.11 (dd, 
2
J = 13.3 Hz, 
4
J = 1.0 Hz, 1H, 1x C5-CH2), 5.06 (dd, 
2
J = 13.3 Hz, 
3
J = 0.9 Hz, 1H, 1x C5-CH2), 4.91 (dd, 
2
JH-F = 53.3 Hz, 
3
J = 3.9 Hz, 1H, 2'-H), 4.21 (ddd, 
3
JH-F = 
21.4 Hz, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 3.8 Hz, 1H, 3'-H), 4.20-4.05 (m, 2H, 4'-H, 5'-H), 3.81 (dd, 
2
J = 12.4 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 0.95 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, 
CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): δ = 160.2 (C4), 154.4 (C2), 149.9 (C4-NH-C(=O)-O), 138.4 
(C6), 96.9 (C5), 92.9 (d, 
1
JC-F = 192.5 Hz, C2'), 89.7 (d, 
2
JC-F = 34.5 Hz, C1'), 83.6 (C4'), 68.0 (d, 
2
JC-F = 16.6 Hz, C3'), 64.8 (C5-CH2), 60.5 (C5'), 26.2 (C(CH3)3), 25.7 (C(CH3)3), 18.7 (Si-
C(CH3)3), 18.1 (Si-C(CH3)3), −4.4 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.0 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −201.0 (ddd, 
2
JF-H = 51.9 Hz, 
3
JF-H = 21.7 Hz, 
3
JF-H = 
16.4 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C23H41FN3O6Si2
+
 [M+H]
+
: 530.2512, gef.: 530.2510. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2956 (m), 2930 (m), 2859 (s), 1762 (m), 1737 (m), 1681 (s), 1573 (m), 
1505 (m), 1473 (m), 1424 (m), 1362 (m), 1338 (m), 1288 (m), 1255 (s), 1228 (s), 1167 (s), 1125 (s), 
1082 (s), 940 (m), 838 (s), 781 (s), 670 (m). 
Schmelzbereich: 128-129 °C. 
 
 
10.4.11 4,5-(1,3-[3H,6H]-Oxazin-2-on)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (51) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 142 mg der Verbindung 50 (268 µmol, 1.0 Äq.) in 
3.8 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 108 µL Pyridin (1.34 mmol, 5.0 Äq.) sowie 67 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 2.68 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 25 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 2.68 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 45 min wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säulench-
romatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 15:1 → 5:1) konnten 73 mg der Verbindung 51 
(242 µmol, 90%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
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DC: Rf = 0.11 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 11.2 (s, 1H, NH), 8.29 (s, 1H, 6-H), 6.89 (dd, 
3
JH-F = 
17.2 Hz, 
3
J = 1.1 Hz, 1H, 1'-H), 5.59 (d, 
3
J = 6.4 Hz, 1H, 3'-OH), 5.23 (s, 1H, 5'-OH), 5.13 (dd, 
2
J = 
13.2 Hz, 
4
J = 1.1 Hz, 1H, 1x C5-CH2), 5.08 (dd, 
2
J = 13.2 Hz, 
3
J = 1.1 Hz, 1H, 1x C5-CH2), 4.92 
(ddd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 
3
J = 1.1 Hz, 1H, 2'-H), 4.19-4.03 (m, 1H, 3'-H), 3.93 (dd, 
3
J = 
8.7 Hz, 
3
J = 2.2 Hz, 1H, 4'-H), 3.84 (d, 
2
J = 12.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.63 (dd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 
1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 160.4 (C4), 154.1 (C2), 150.5 (C4-NH-C(=O)-O), 
138.7 (C6), 96.9 (C5), 93.9 (d, 
1
JC-F = 185.9 Hz, C2'), 88.5 (d, 
2
JC-F = 33.9 Hz, C1'), 83.1 (C4'), 67.9 
(d, 
2
JC-F = 16.5 Hz, C3'), 64.2 (C5-CH2), 59.0 (C5'). 
19
F-NMR (376 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −201.5 (ddd, 
2
JF-H = 52.9 Hz, 
3
JF-H = 24.6 Hz, 
3
JF-H = 
17.2 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C11H13FN3O6
+
 [M+H]
+
: 302.0783, gef.: 302.0782. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3347 (m), 3081 (w), 2932 (w), 1752 (s), 1664 (s), 1568 (s), 1494 (s), 
1429 (w), 1405 (m), 1230 (s), 1100 (s), 1070 (s), 986 (w), 946 (m), 873 (w), 787 (m), 765 (w). 
Schmelzbereich: 158-161 °C. 
 
 
10.4.12 O5'-Dimethoxytrityl-4,5-(1,3-[3H,6H]-oxazin-2-on)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-
cytidin (134) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 546 mg der Verbindung 51 (1.81 mmol, 1.0 Äq.) in 
12.0 mL Pyridin (0.1 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 352 µL Triethylamin (2.54 mmol, 1.4 Äq.) und 
860 mg DMT-Cl (2.54 mmol, 1.4 Äq.) versetzt und für 20 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurden 150 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, das Rohprodukt mit 2x 250 mL 
EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit 150 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewa-
schen und über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, säulenchromato-
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graphischer Aufreinigung (passiviertes Silica, DCM/MeOH 1:0 → 100:1 → 50:1 (+ jeweils 0.5% 
Pyridin) und Coevaporieren mit 120 mL Toluol wurden 718 mg der Verbindung 134 (1.19 mmol, 
66%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.42 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.37 (s, 1H, 6-H), 7.37 (d, 
3
J = 7.4 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 7.30 (t, 
3
J = 7.5 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 7.28-7.23 (m, 5H, 4x 
CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3, CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 6.85-6.81 (m, 4H, 4x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 5.99 (d, 
3
JH-F = 15.9 Hz, 1H, 1'-H), 5.19 (dd, 
2
JH-F = 51.7 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 
1H, 2'-H), 4.72 (ddd, 
3
JH-F = 24.9 Hz, 
3
J = 9.3 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 3'-H), 4.24 (d, 
2
J = 14.0 Hz, 1H, 
1x C5-CH2), 4.21 (d, 
3
J = 9.5 Hz, 1H, 4'-H), 3.95 (d, 
2
J = 13.5 Hz, 1H, 1x C5-CH2), 3.78 (s, 3H, 
CH3), 3.77 (s, 3H, CH3), 3.65 (d, 
2
J = 11.0 Hz, 1H, 5'-H), 3.58 (dd, 
2
J = 11.2 Hz, 
3
J = 1.6 Hz, 1H, 
5'-H). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 160.4 (C4), 159.0 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), , 
154.8 (C2), 150.4 (C4-NH-C(=O)-O), 144.2 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 138.7 (C6), 135.2 (CH2-
O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 135.0 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 130.2 (2x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 130.2 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 128.3 (2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 128.3 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 127.6 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 113.6 
(4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 97.6 (C5), 94.1 (d, 
1
JC-F = 186.1 Hz, C2'), 89.3 (d, 
2
JC-F = 
34.1 Hz, C1'), 87.1 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 82.2 (C4'), 68.0 (C3'), 64.1 (C5-CH2), 60.5 (C5'), 
55.4 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −203.3 (ddd, 
2
JF-H = 51.8 Hz, 
3
JF-H = 24.8 Hz, 
2
JF-H = 15.8 
Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C32H30FN3O8Na
+
 [M+Na]
+
: 626.1909, gef.: 626.1915. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3347 (m), 3081 (w), 2932 (w), 1752 (s), 1664 (s), 1568 (s), 1494 (s), 
1466 (w), 1429 (w), 1405 (m), 1343 (w), 1230 (s), 1100 (s), 1070 (s), 986 (w), 946 (m), 787(m). 
Schmelzbereich: 145-147 °C. 
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10.4.13 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-4,5-(1,3-
[3H,6H]-oxazin-2-on)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (52) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 50 mg der Verbindung 134 (83 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.0 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 9 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(53 µmol, 0.6 Äq.) und 34 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(107 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 63 mg der Verbindung 52 (79 µmol, 96%) als 
Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.17 (iHex/EtOAc 1:1). 
31
P-NMR (162 MHz, CDCl3, ppm): δ = 150.6 (d, 
4
JP-F = 6.2 Hz), 150.3 (d, 
4
JP-F = 7.7 Hz). 
HRMS (ESI−): ber. für C41H46FN5O9P
-
 [M−H]
-
: 802.3023, gef.: 802.3020. 
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10.4.14 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-2'(R)-
fluor-cytidin (54) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 2.99 g der Verbindung 53 (5.96 mmol, 1.0 Äq.) in 
60 mL DCM (0.10 M) gelöst und mit 1.72 mL Propandiol (23.8 mmol, 4.0 Äq.) sowie 1.18 mL 
Orthoameisensäuretriethylester (7.15 mmol, 1.2 Äq.) bei 0 °C versetzt. Anschließend wurden 2.38 
mL einer TiCl4-Lösung (2.38 mmol, 0.4 eq, 1 M in DCM) tropfenweise zugefügt, die Reaktionslö-
sung langsam auf Raumtemperatur erwärmt und für 17 h rühren lassen. Nach vollständigem Umsatz 
erfolgte die vorsichtige Zugabe von Eis und 80 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohprodukt 
wurde mit 2x 150 mL EtOAc extrahiert, die organische Phase mit 100 mL einer ges. NaCl-Lösung 
gewaschen und über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittel in vacuo und säulench-
romatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 40:1 → 30:1) wurden 2.10 g der Verbindung 54 
(3.75 mmol, 63%) in Form eines leicht gelblichen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.43 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 7.72 (s, 1H, 6-H), 7.24 (s, 1H, NH2), 6.56 (s, 1H, NH2), 
5.95 (dd, 
3
JH-F = 17.4 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.29 (s, 1H, O-CH-O), 4.86 (ddd, 
2
JH-F = 52.6 Hz, 
3
J = 4.5 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 1H, 2'-H), 4.25-4.16 (m, 3H, 3'-H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 4.06-4.01 (m, 
2H, 4'-H, 5'-H), 3.93-3.87 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.81-3.77 (m, 1H, 5'-H), 2.18 (dtt, 
2
J = 
13.7 Hz, 
3
J = 12.4 Hz, 
3
J = 5.0 Hz, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 1.46 (dtt, 
2
J = 13.7 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 
3
J = 1.4 Hz, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.95 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 0.13 (s, 3H, 
CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.2 (C4), 154.5 (C2), 140.5 (C6), 104.3 (C5), 99.3 (O-
CH-O), 92.2 (d, 
1
JC-F = 192.2 Hz, C2'), 89.7 (d, 
2
JC-F = 34.2 Hz, C1'), 83.7 (C4'), 69.0 (d, 
2
JC-F = 16.1 Hz, C3'), 67.5 (O-CH2-CH2-CH2-O), 61.5 (C5'), 26.3 (C(CH3)3), 25.8 (C(CH3)3), 25.6 
(O-CH2-CH2-CH2-O), 18.8 (Si-C(CH3)3), 18.2 (Si-C(CH3)3), −4.4 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.1 
(Si-CH3), −5.1 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −201.3 (dt, 
2
JF-H = 52.6 Hz, 
3
JF-H = 17.4 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C25H47FN3O6Si2
+
 [M+H]
+
: 560.2982, gef.: 560.2987. 
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IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3443 (w), 3101 (br, w), 2927 (w), 2884 (w), 1663 (m), 1511 (m), 1487 (m), 
1471 (m), 1360 (w), 1251 (m), 1124 (m), 1083 (s), 992 (m), 833 (s), 777 (s), 671 (m). 
 
 
10.4.15 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-
dioxan-2-yl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (135) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 1.74 g der Verbindung 54 (3.10 mmol, 1.0 Äq.) in 
45 mL THF (0.07 M) bei 0 °C gelöst und mit 161 mg NaH (60% in Mineralöl, 4.03 mmol, 1.3 Äq.) 
versetzt. Nach 1 h wurden 462 μL para-Methoxybenzoylchlorid (3.41 mmol, 1.1 Äq.) tropfenweise 
zugefügt und die Reaktionslösung langsam auf Raumtemperatur erwärmt. Nach 5 h wurde die noch 
unvollständige Reaktion durch Zugabe von Eis und 50 mL einer ges. NaHCO3-Lösung beendet. Die 
wässrige Phase wurde mit 2x 100 mL EtOAc extrahiert und mit 20 mL einer ges. NaCl-Lösung ge-
waschen. Die organischen Phase wurde über Na2SO4 getrocknet, das Lösungsmittel in vacuo ent-
fernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung (iHex/EtOAc 5:1 → 3:1) wurden 1.22 g 
der Verbindung 135 (1.76 mmol, 57%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.60 (iHex/EtOAc 2:1). 
1
H-NMR (300 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.32 (s, 1H, NH), 8.23 (d, 
3
J = 7.6 Hz, 2H, 2x O=C-
C=CH), 7.81 (s, 1H, 6-H), 6.94 (d, 
3
J = 8.6 Hz, 2H, 2x CH=C-O-CH3), 5.97 (dd, 
3
JH-F = 16.1 Hz, 
3
J = 3.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.83 (s, 1H, O-CH-O), 4.94 (dt, 
2
JH-F = 53.1 Hz, 
3
J = 4.4 Hz, 1H, 2'-H), 4.34 
(dt, 
3
JH-F = 15.9 Hz, 
3
J = 5.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.27-4.22 (m, 2H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 4.08-3.97 
(m, 3H, 4'-H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.93 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 1.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.88 (s, 3H, 
OCH3), 3.78 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 3.4 Hz, 1H, 5'-H), 2.24-2.14 (m, 1H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O), 
1.46 (d, 
2
J = 13.7 Hz, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O), 0.94 (s, 9H, C(CH3)3), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.13 
(s, 3H, CH3), 0.13 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.4 (C4-N-C=O, C-O-CH3), 157.3 (C4), 147.6 (C2), 
140.0 (C6), 132.1 (C4-N-(C=O)-C=CH), 129.9 (C4-N-(C=O)-C=CH), 113.4 (CH=C-O-CH3), 
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96.0 (C5), 95.9 (O-CH-O), 91.4 (d, 
1
JC-F = 193.9 Hz, C2'), 89.4 (d, 
2
JC-F = 34.0 Hz, C1'), 84.9 (C4'), 
69.9 (d, 
2
JC-F = 14.9 Hz, C3'), 67.8 (O-CH2-CH2-CH2-O), 62.2 (C5'), 55.4 (O-CH3), 26.2 (C(CH3)3), 
25.8 (C(CH3)3), 25.7 (O-CH2-CH2-CH2-O), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.3 (Si-C(CH3)3), −4.6 (Si-CH3), 
−5.0 (Si-CH3), −5.1 (Si-CH3), −5.4 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −201.1 (dt, 
2
JF-H = 53.1 Hz, 
3
JF-H = 16.1 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C33H53FN3O8Si2
+
 [M+H]
+
: 694.3355, gef.: 694.3346. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2929 (w), 2856 (w), 1714 (m), 1654 (m), 1567 (s), 1508 (w), 1472 (m), 
1418 (w), 1361 (w), 1332 (m), 1279 (m), 1247 (s), 1160 (s), 1125 (m), 1100 (s), 1084 (s), 1006 (m), 
965 (m), 939 (w), 907 (m), 835 (s), 777 (s), 669 (m). 
 
 
10.4.16 N4-(Para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-
cytidin (55) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 992 mg der Verbindung 135 (1.43 mmol, 1.0 Äq.) in 
20 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 577 µL Pyridin (7.15 mmol, 5.0 Äq.) sowie 358 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 14.3 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 20 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 1.43 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säulench-
romatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 15:1 → 10:1) konnten 577 mg der Verbindung 55 
(1.24 mmol, 87%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.49 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 13.06 (s, 0.7H, NH), 10.17 (s, 0.3H, NH), 8.51 (s, 
0.3H, 6-H), 8.50 (s, 0.7H, 6-H), 8.10 (s, 1.4H, 2x O=C-C=CH), 7.85 (s, 0.6H, 2x O=C-C=CH), 7.11 
(s, 0.6H, 2x CH=C-O-CH3), 7.04 (s, 1.4H, 2x CH=C-O-CH3), 5.94 (d, 
3
JH-F = 17.4 Hz, 1H, 1'-H), 
5.75 (s, 0.7H, O-CH-O), 5.63 (s, 1H, 3'-OH), 5.43 (s, 0.3H, O-CH-O), 5.21 (s, 1H, 5'-OH), 5.10 (d, 
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2
JH-F = 50.4 Hz, 1H, 2'-H), 4.20-4.05 (m, 3H, 3'-H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O), 3.91-3.81 (m, 7H, 4'-H, 
5'-H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O, OCH3), 3.62 (d, 
2
J = 12.7 Hz, 1H, 5'-H), 2.06-1.87 (m, 1H, O-CH2-
CH2-CH2-O), 1.55-1.40 (m, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 162.9 (C4-N-C=O, C-O-CH3), 156.4 (C4), 147.0 
(C2), 143.5 (0.3x C6), 140.9 (0.7x C6), 131.6 (0.7x C4-N-(C=O)-C=CH), 129.6 (0.3x C4-N-(C=O)-
C=CH), 129.1 (C4-N-(C=O)-C=CH), 114.3 (0.7x CH=C-O-CH3), 113.6 (0.7x CH=C-O-CH3), 
98.4 (C5), 94.9 (O-CH-O), 93.6 (d, 
1
JC-F = 189.3 Hz, C2'), 88.3 (d, 
2
JC-F = 33.1 Hz, C1'), 83.1 (C4'), 
67.1 (d, 
2
JC-F = 16.8 Hz, C3'), 66.8 (O-CH2-CH2-CH2-O), 58.8 (C5'), 55.5 (O-CH3), 25.2 (O-CH2-
CH2-CH2-O). 
19
F-NMR (376 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −201.4 (dt, 
2
JF-H = 51.7 Hz, 
3
JF-H = 17.7 Hz, 0.3F), 
−202.0 (dt, 
2
JF-H = 50.4 Hz, 
3
JF-H = 17.4 Hz, 0.7F). 
HRMS (ESI+): ber. für C21H23FN3O8
-
 [M−H]
-
: 464.1469, gef.: 464.1474. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3331 (w), 2927 (w), 1712 (m), 1669 (m), 1638 (m), 1577 (s), 1516 (w), 
1482 (m), 1450 (m), 1399 (m), 1310 (w), 1248 (s), 1146 (m), 1084 (s), 1021 (s), 961 (m), 916 (s), 
856 (m), 817 (m), 709 (m), 676 (m). 
 
 
10.4.17 O5'-Dimethoxytrityl-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-
desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (136) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 534 mg der Verbindung 55 (1.15 mmol, 1.0 Äq.) in 
7.70 mL Pyridin (0.15 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 223 µL Triethylamin (1.61 mmol, 1.4 Äq.) und 
546 mg DMT-Cl (1.61 mmol, 1.4 Äq.) versetzt und für 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurden mittels Zugabe von 10 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies für 5 min verethert. 
Nachfolgend wurden 50 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, die wässrige Phase mit 
2x 50 mL EtOAc extrahiert, mit 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und die vereinigten 
organischen Phasen über Na2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, säu-
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lenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes Silica, DCM/MeOH 100:1 → 50:1 (+ jeweils 
0.5% Pyridin) und Coevaporieren mit 50 mL Toluol wurden 810 mg der Verbindung 136 
(1.05 mmol, 92%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.36 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 13.38 (s, 1H, NH), 8.21 (d, 
3
J = 8.3 Hz, 2H, 2x O=C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 8.12 (s, 1H, 6-H), 7.46 (dd, 
3
J = 7.8 Hz, 
4
J = 1.4 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 7.37-7.33 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 7.33-7.28 (m, 2H, 
2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 7.24-7.21 (m, 1H, CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 6.95-6.91 (m, 2H, 
O=C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.88-6.82 (m, 4H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.06 (dd, 
3
JH-F = 16.6 Hz, 
3
J = 2.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.75 (s, 1H, O-CH-O), 4.94 (ddd, 
2
JH-F = 52.8 Hz, 
3
J = 
4.8 Hz, 
3
J = 2.8 Hz, 1H, 2'-H), 4.51-4.40 (m, 1H, 3'-H), 4.16-4.08 (m, 1H, 4'-H), 3.87 (s, 3H, O=C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 3.90-3.74 (s, 10H, 2x O-CH2-CH2-CH2-O, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-
CH3), 3.64 (d, 
2
J = 11.1 Hz, 1H, 5'-H), 3.30 (dd, 
2
J = 11.1 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 5'-H), 1.69-1.63 (m, 
1H, 1x O-CH2-CH2-CH2-O), 1.11 (d, 
2
J = 13.2 Hz, 1H, O-CH2-CH2-CH2-O). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.4 (C4-N-C(=O)-C=CH=CH=C-O-CH3), 158.7 (2x 
CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 158.6 (C4), 147.6 (C2), 144.7 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 
139.7 (C6), 136.0 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 135.7 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 
132.2 (2x C4-N-(C=O)-C=CH), 130.3 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 130.2 (2x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 129.2 (C4-N-(C=O)-C=CH), 128.3 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 128.1 
(2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 127.0 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 113.6 (2x C4-N-C(=O)-
C=CH=CH=C-O-CH3), 113.4 (4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 95.8 (C5), 95.5 (O-CH-O), 
92.4 (d, 
1
JC-F = 193.7 Hz, C2'), 88.8 (d, 
2
JC-F = 34.4 Hz, C1'), 86.8 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 
82.8 (C4'), 69.7 (C3'), 67.4 (2x O-CH2-CH2-CH2-O), 62.4 (C5'), 55.6 (C4-N-C(=O)-C=CH=CH=C-
O-CH3), 55.4 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 25.2 (O-CH2-CH2-CH2-O). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −204.4 (d, 
2
JF-H = 52.8 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C42H43FN3O10
+
 [M+H]
+
: 768.2932, gef.: 768.2929. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2928 (w), 1713 (m), 1662 (w), 1604 (m), 1566 (s), 1508 (m), 1445 (m), 
1300 (w), 1240 (s), 1172 (s), 1102 (s), 1075 (s), 1029 (s), 989 (m), 967 (m), 948 (m), 916 (m), 891 
(m), 826 (m), 789 (m), 759 (m), 727 (m), 699 (m). 
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10.4.18 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-(para-
methoxybenzoyl)-5-(1,3-dioxan-2-yl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (56) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 100 mg der Verbindung 136 (130 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.6 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 13 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(78 µmol, 0.6 Äq.) und 54 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(170 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:2) wurden 125 mg der Verbindung 56 (129 µmol, 99%) 
als Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.48 (DCM/MeOH 20:1). 
31
P-NMR (162 MHz, CDCl3, ppm): δ = 151.3 (d, 
4
JP-F = 8.4 Hz), 151.0 (d, 
4
JP-F = 13.6 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C51H60FN5O11P
+
 [M+H]
+
: 968.4006, gef.: 968.3992. 
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10.4.19 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-5-(methoxycarbonyl)-2'-desoxy-2'(R)-
fluor-cytidin (57) 
 
In einem Hochdruckautoklaven wurden 2.00 g der Verbindung 43 (3.03 mmol, 1.0 Äq.) zusammen 
mit 43 mg Pd2(MeCN)2Cl2 (165 µmol, 0.05 Äq.) vorgelegt. Das Reaktionsgefäß wurde zur Dichtig-
keitsprüfung einmalig mit Kohlenstoffmonooxid mit einem Gasdruck von 3.5 bar für 15 min be-
füllt. Nach bestandenem Drucktest wurde der Hochdruckautoklav belüftet, 1.10 mL DIPEA 
(6.60 mmol, 2.0 Äq.) und 36 mL Methanol (0.9 M) zugefügt, der Hochdruckautoklav zweimal mit 
Kohlenstoffmonoxid gespült und schließlich mit Kohlenstoffmonoxid mit einem Gasdruck von 
3.5 bar befüllt. Nachfolgend wurde die Suspension auf 60 °C erhitzt und für weitere 13 h gerührt. 
Nach Belüften des Reaktionsgefäßes wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und nach säulench-
romatographischer Aufreinigung (dryload, DCM/MeOH 100:1 → 50:1 → 20:1 (+ jeweils 
0.5% NEt3) wurden 1.18 g der Verbindung 57 (2.21 mmol, 67%) in Form eines leicht gelblichen 
Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.31 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.50 (s, 1H, 6-H), 8.01 (s, 1H, NH2), 6.10 (s, 1H, NH2), 
5.93 (dd, 
3
JH-F = 18.1 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 1'-H), 4.98 (ddd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.22 (ddd, 
3
JH-F = 18.1 Hz, 
3
J = 7.4 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.14-4.08 (m, 
1H, 4'-H), 4.02 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 5'-H), 3.84 (s, 3H, OCH3), 3.80 (dd, 
2
J = 11.8 
Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 1H, 5'-H), 0.92 (s, 9H, C(CH3)3), 0.90 (s, 9H, C(CH3)3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 
3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.09 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 165.1 (C(=O)-OCH3), 163.6 (C4), 153.7 (C2), 148.3 (C6), 
95.9 (C5), 92.6 (d, 
1
JC-F = 192.9 Hz, C2'), 90.6 (d, 
2
JC-F = 34.5 Hz, C1'), 84.2 (C4'), 69.2 (d, 
2
JC-F = 16.3 Hz, C3'), 61.6 (C5'), 52.1 (C(=O)-OCH3), 26.0 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.5 (Si-
C(CH3)3), 18.1 (Si-C(CH3)3), −4.6 (Si-CH3), −5.0 (Si-CH3), −5.4 (Si-CH3), −5.5 (Si-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −200.8 (dt, 
2
JF-H = 52.7 Hz, 
3
JF-H = 18.1 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C23H43FN3O6Si2
+
 [M+H]
+
: 532.2669, gef.: 532.2673. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3415.0 (w), 2929.9 (m), 1675.4 (s), 1472.3 (m), 1325.4 (m), 1252.0 (s), 
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1131 (m) 1081 (s), 985.3 (w), 840.0 (s), 779.8 (s). 
 
10.4.20 O3',5'-Bis(tertbutyldimethylsilyl)-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-
(methoxycarbonyl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (58) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 250 mg der Verbindung 57 (470 µmol, 1.0 Äq.) in 
4.7 mL Pyridin (0.10 M) bei 0 °C gelöst. Anschließend wurden 92 μL para-Methoxybenzoylchlorid 
(565 µmol, 1.2 Äq.) tropfenweise zugefügt und die Reaktionslösung langsam auf Raumtemperatur 
erwärmt. Nach 14 h wurde ein vollständiger Umsatz beobachtet und Eis sowie 20 mL einer 
ges. NaHCO3-Lösung zugegeben. Das Rohprodukt wurde mit 2x 50 mL DCM extrahiert und mit 
20 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden über 
MgSO4 getrocknet, das Lösungsmittel in vacuo entfernt und nach säulenchromatographischer Auf-
reinigung (DCM/MeOH 1:0 → 50:1) wurden 304 mg der Verbindung 58 (457 µmol, 97%) in Form 
eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.58 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 11.79 (s, 1H, NH), 8.74 (s, 1H, 6-H), 7.99 (d, 
3
J = 8.9 Hz, 
2H, 2x O=C-C=CH), 6.99 (d, 
3
J = 8.8 Hz, 2H, 2x CH=C-O-CH3), 5.94 (dd, 
3
JH-F = 16.9 Hz, 
3
J =1.3 
Hz, 1H, 1'-H), 5.07 (ddd, 
2
JH-F = 52.2 Hz, 
3
J = 4.1 Hz, 
3
J = 1.5 Hz, 1H, 2'-H), 4.24-4.16 (m, 2H, 3'-
H, 4'-H), 4.06 (dd, 
2
J = 11.9 Hz, 
3
J = 1.2 Hz, 1H, 5'-H), 3.89 (s, 3H, Ph-OCH3), 3.88 (s, 3H, C(=O)-
OCH3), 3.81 (dd, 
2
J = 11.9 Hz, 
3
J = 3.1 Hz, 1H, 5'-H), 0.91 (s, 9H, C(CH3)3), 0.89 (s, 9H, C(CH3)3), 
0.11 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3), 0.08 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 165.9 (C(=O)-OCH3), 163.4 (C4-N-C=O), 163.0 (C-O-
CH3), 160.4 (C4), 153.2 (C2), 149.2 (C6), 132.8 (C4-N-(C=O)-C=CH), 130.0 (C4-N-(C=O)-
C=CH), 114.1 (CH=C-O-CH3), 97.0 (C5), 92.3 (d, 
1
JC-F = 191.2 Hz, C2'), 90.9 (d, 
2
JC-F = 32.6 Hz, 
C1'), 84.5 (C4'), 68.9 (d, 
2
JC-F = 17.6 Hz, C3'), 61.5 (C5'), 55.5 (O-CH3), 52.7 (C(=O)-OCH3), 
25.9 (C(CH3)3), 25.5 (C(CH3)3), 18.4 (Si-C(CH3)3), 18.0 (Si-C(CH3)3), −4.7 (Si-CH3), −5.0 (Si-
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CH3), −5.4 (Si-CH3), −5.5 (Si-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −200.9 (dt, 
2
JF-H = 54.8 Hz, 
3
JF-H = 19.8 Hz). 
 
 
10.4.21 N4-(Para-methoxybenzoyl)-5-(methoxycarbonyl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-
cytidin (59) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 260 mg der Verbindung 58 (391 µmol, 1.0 Äq.) in 
559 µL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 158 µL Pyridin (1.95 mmol, 5.0 Äq.) sowie 147 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 5.86 mmol, 15.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 15 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 391 µL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säulench-
romatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 10:1 → 8:1) konnten 161 mg der Verbindung 59 
(368 µmol, 94%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.22 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 11.61 (s, 1H, NH), 9.45 (s, 1H, 6-H), 7.92 (d, 
3
J = 8.9 
Hz, 2H, 2x O=C-C=CH), 7.13 (d, 
3
J = 8.9 Hz, 2H, 2x CH=C-O-CH3), 5.94 (d, 
3
JH-F = 16.4 Hz, 1H, 
1'-H), 5.64 (d, 
3
J = 6.2 Hz, 3'-OH), 5.46 (t, 
3
J = 3.9 Hz, 5'-OH), 5.01 (ddd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 
3.7 Hz, 1H, 2'-H), 4.29-4.13 (m, 1H, 3'-H), 4.00 (d, 
3
J = 9.3 Hz, 4'-H), 3.93 (ddd, 
2
J = 12.2 Hz, 
3
J = 
4.0 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.85 (s, 3H, Ph-OCH3), 3.76 (s, 3H, C(=O)-OCH3), 3.66 (ddd, 
2
J = 
12.3 Hz, 
3
J = 3.6 Hz, 
3
J = 1.8 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 165.6 (C(=O)-OCH3), 163.3 (C4-N-C=O), 163.0 (C-
O-CH3), 160.4 (C4), 153.1 (C2), 149.8 (C6), 129.8 (C4-N-(C=O)-C=CH), 125.5 (C4-N-(C=O)-
C=CH), 114.3 (CH=C-O-CH3), 98.5 (C5), 93.9 (d, 
1
JC-F = 192.3 Hz, C2'), 88.9 (d, 
2
JC-F = 31.7 Hz, 
C1'), 82.9 (C4'), 66.1 (d, 
2
JC-F = 16.2 Hz, C3'), 57.8 (C5'), 55.6 (O-CH3), 52.4 (C(=O)-OCH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −201.9 (ddd, 
2
JF-H = 52.8 Hz, 
3
JF-H = 27.1 Hz, 
3
JF-H = 
16.3 Hz). 
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HRMS (ESI+): ber. für C19H21FN3O8
+
 [M+H]
+
: 438.1307, gef.: 438.1306. 
 
 
10.4.22 O5'-Dimethoxytrityl-N4-(para-methoxybenzoyl)-5-(methoxycarbonyl)-2'-
desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (137) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 110 mg der Verbindung 59 (251 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.70 mL Pyridin (0.15 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 70 µL Triethylamin (502 µmol, 2.0 Äq.) und 
170 mg DMT-Cl (502 µmol, 2.0 Äq.) versetzt und für 16 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschlie-
ßend wurden mittels Zugabe von 5 mL MeOH unreagierte DMT-Spezies für 5 min verethert. Nach-
folgend wurden 25 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, die wässrige Phase mit 2x 25 mL 
DCM extrahiert, mit 25 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und die vereinigten organischen 
Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, Coevaporieren mit 
100 mL Toluol und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes Silica, DCM/MeOH 
1:0 → 80:1 → 40:1 (je + 0.5% Pyridin)) und Coevaporieren mit 50 mL Toluol wurden 176 mg der 
Verbindung 137 (238 mmol, 95%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.59 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 11.88 (s, 1H, NH), 9.15 (s, 1H, 6-H), 7.94 (d, 
3
J = 9.3 Hz, 
2H, 2x O=C-C=CH=CH=C-O-CH3), 7.44 (dd, 
3
J = 7.4 Hz, 
4
J = 1.3 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 7.38-7.16 (m, 7H, 4x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=CH, CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 6.96 (d, 
3
J = 8.6 Hz, 2H, O=C-C=CH=CH=C-O-
CH3), 6.82 (d, 
3
J = 9.0 Hz, 2H, 2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.79 (d, 
3
J = 9.0 Hz, 2H, 2x 
CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 6.03 (d, 
3
JH-F = 17.0 Hz, 1H, 1'-H), 4.28 (dd, 
2
JH-F = 51.1 Hz, 
3
J = 
4.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.64 (ddd, 
3
JH-F = 24.4 Hz, 
3
J = 9.1 Hz,
 3
J = 4.3 Hz, 1H, 3'-H), 4.24 (d, 
3
J = 
9.3 Hz,
 
1H, 4'-H), 3.90-3.71 (m, 13H, O=C-C=CH=CH=C-O-CH3, C(=O)-OCH3, 2x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3, 5'-H), 3.64 (d, 
2
J = 11.1 Hz, 1H, 5'-H), 3.30 (dd, 
2
J = 11.4 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 
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1H, 5'-H). 
13
C-NMR (201 MHz, CDCl3, ppm): δ = 174.0 (C(=O)-OCH3), 164.7 (C(=O)-OCH3), 162.4 (C4-
N-C(=O)-C=CH=CH=C-O-CH3), 159.4 (C4), 157.6 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 152.4 
(C2), 147.8 (C6), 143.4 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 134.5 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 
134.3 (CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 129.0 (2x C4-N-(C=O)-C=CH), 128.9 (2x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 128.8 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 128.1 (C4-N-(C=O)-C=CH), 
126.9 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 126.7 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 125.9 (CH2-O-C-
C=CH=CH=CH), 113.2 (2x C4-N-C(=O)-C=CH=CH=C-O-CH3), 112.1 (4x CH2-O-C-
C=CH=CH=C-O-CH3), 96.2 (C5), 92.5 (d, 
1
JC-F = 196.1 Hz, C2'), 88.9 (d, 
2
JC-F = 33.2 Hz, C1'), 
85.2 (CH2-O-C-C=CH=CH=CH), 81.4 (C4'), 66.8 (d, 
2
JC-F = 13.3 Hz, C3'), 59.2 (C5'), 54.4 (C4-N-
C(=O)-C=CH=CH=C-O-CH3), 54.2 (2x CH2-O-C-C=CH=CH=C-O-CH3), 50.7 (C(=O)-OCH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −203.2 (ddd, 
2
JF-H = 51.7 Hz, 
3
JF-H = 24.0 Hz, 
3
JF-H = 
16.6 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C40H39FN3O10
+
 [M+H]
+
: 740.2614, gef.: 740.2616. 
 
 
10.4.23 O3'-(Diisopropylcyanoethylphosphin)-O5'-dimethoxytrityl-N4-(para-
methoxybenzoyl)-5-(methoxycarbonyl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin 
(60) 
 
In einem ausgeheizten Schlenk-Rohr wurden 96 mg der Verbindung 137 (130 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.6 mL sorgfältig entgastem DCM (0.08 M) gelöst, mit 13 mg Diisopropylammoniumtetrazolid 
(78 µmol, 0.6 Äq.) und 54 µL 2-Cyanoethoxy-N,N,N',N'-tetraisopropylphosphordiamidit 
(170 µmol, 1.3 Äq.) versetzt und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittel im Argongas-Gegenstrom und säulenchromatographischer Aufreinigung (passiviertes 
Silica, entgastes Laufmittel, iHex/EtOAc 1:1 → 0:1) wurden 109 mg der Verbindung 60 (116 µmol, 
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89%) als Gemisch zweier Diastereomeren in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
Die Verbindung wurde direkt für die DNA-Festphasensynthese verwendet. Der gelungene Einbau in 
DNA wies die erfolgreiche Umsetzung zum Phosphoramidit nach. 
 
DC: Rf = 0.40 (DCM/MeOH 20:1). 
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10.5 Vorschriften zur Synthese fluorierter Nukleoside 
10.5.1 5-Methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (61) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 1.40 g der Verbindung 44 (2.87 mmol, 1.0 Äq.) in 
41 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 1.16 mL Pyridin (14.4 mmol, 5.0 Äq.) sowie 746 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 28.7 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 18 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 2.87 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde die Suspension bei 6000 rpm für 15 min zentrifugiert, der 
Überstand dekantiert und der Rückstand in ddH2O gelöst. Nach Gefriertrocknung und Aufreinigung 
mittels präperativer reversed phase HPLC wurden 580 mg der Verbindung 61 (2.24 mmol, 78%) in 
Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.13 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.67 (s, 1H, 6-H), 6.00 (d, 
3
JH-F = 20.9 Hz, 1H, 1'-H), 5.14 
(dd, 
2
JH-F = 53.1 Hz, 
3
J = 5.7 Hz, 1H, 2'-H), 4.37 (ddd, 
3
JH-F = 22.2 Hz, 
3
J = 8.9 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 1H, 
3'-H), 4.14 (dd, 
3
J = 12.0 Hz, 
3
J = 3.3 Hz, 1H, 4'-H), 4.04 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 
3.86 (dd, 
2
J = 11.9 Hz,
 3
J = 4.5 Hz, 1H, 5'-H), 1.97 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 166.2 (C4), 157.0 (C2), 139.1 (C6), 104.4 (C5), 93.7 (d, 
1
JC-F = 184.5 Hz, C2'), 89.7 (d, 
2
JC-F = 35.1 Hz, C1'), 82.1 (C4'), 67.8 (d, 
2
JC-F = 16.6 Hz, C3'), 59.8 
(C5'), 12.2 (CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −200.3 (ddd, 
2
JF-H = 53.2 Hz, 
3
JF-H = 22.2 Hz, 
3
JF-H = 
20.1 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C10H15FN3O4
+
 [M+H]
+
: 260.1041 gef.: 260.1042. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3345.3 (w), 1650.7 (s), 1495 (m), 1436 (m), 1350 (w), 1250 (m), 1105 (m), 
1068 (w), 778 (w), 651 (w). 
Schmelzbereich: 164-165 °C (Zersetzung). 
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10.5.2 5-Formyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (62) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 704 mg der Verbindung 53 (1.40 mmol, 1.0 Äq.) in 
20 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 565 µL Pyridin (7.00 mmol, 5.0 Äq.) sowie 364 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 14.0 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 20 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 1.40 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde die Suspension bei 6000 rpm für 15 min zentrifugiert, der 
Überstand dekantiert und der Rückstand in ddH2O gelöst. Nach Gefriertrocknung und Aufreinigung 
mittels präperativer reversed phase HPLC wurden 380 mg der Verbindung 62 (1.39 mmol, 98%) in 
Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.13 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 9.51 (s, 1H, C(=O)-H), 8.88 (s, 1H, 6-H), 6.07 (d, 
3
JH-F = 
17.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.19 (dd, 
2
JH-F = 52.4 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.37 (ddd, 
3
JH-F = 24.1 Hz, 
3
J = 9.3 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 3'-H), 4.27-4.19 (m, 1H, 4'-H), 4.13 (dd, 
2
J = 13.2 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 
5'-H), 3.91 (dd, 
2
J = 13.2 Hz,
 3
J = 3.5 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 190.2 (C(=O)-H), 162.8 (C4), 155.0 (C2), 154.9 (C6), 105.9 
(C5), 93.7 (d, 
1
JC-F = 185.2 Hz, C2'), 89.9 (d, 
2
JC-F = 34.9 Hz, C1'), 82.4 (C4'), 67.2 (d, 
2
JC-F = 16.8 Hz, C3'), 59.1 (C5'). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −201.6 (ddd, 
2
JF-H = 52.4 Hz, 
3
JF-H = 24.3 Hz, 
3
JF-H = 
17.8 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C10H13FN3O5
+
 [M+H]
+
: 274.0834 gef.: 274.0835. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3412 (w), 3314 (w), 1638 (s), 1597 (s), 1419 (m), 1236 (m), 1096 (s), 
1062 (s), 987 (m), 947 (m), 789 (s), 763 (m). 
Schmelzbereich: 168-169 °C (Zersetzung). 
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10.5.3 5-Hydroxymethyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (63) 
 
Methode 1: 
In einem Rundkolben wurden 25 mg der Verbindung 62 (91 µmol, 1.0 Äq.) in 4 mL 
MeOH (0.023 M) gelöst und mit 102 mg CeCl3∙7 H2O (274 µmol, 3.0 Äq.) versetzt. Nach vollstän-
digen Lösen des Reagenzes wurden langsam 3.4 mg NaBH4 (91 µmol, 1.0 Äq.) zugefügt und für 
1 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 1 mL einer 
1 M HNEt3OAc-Lösung. Das anschließende Entfernen des Lösungsmittel in vacuo und Aufreini-
gung mittels präperativer reversed phase HPLC resultierte in 24 mg der Verbindung 63 (87 µmol, 
96%) in Form eines farblosen Feststoffs. 
Methode 2: 
In einem Polypropylengefäß wurden 1.00 g der Verbindung 53 (1.98 mmol, 1.0 Äq.) in 
28 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 799 µL Pyridin (9.90 mmol, 5.0 Äq.) sowie 515 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 19.8 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 24 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 1.98 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, säulenchromatographischer 
Aufreinigung (DCM/MeOH 5:1 → 3:1) sowie eine weitere Aufreinigung mittels präperativer rever-
sed phase HPLC wurden 336 mg der Verbindung 63 (1.22 mmol, 62%) in Form eines farblosen 
Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.13 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ =7.94 (s, 1H, 6-H), 6.01 (d, 
3
JH-F = 19.2 Hz, 1H, 1'-H), 5.16 
(dd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 2'-H), 4.45 (s, 2H, C5'-CH2), 4.37 (ddd, 
3
JH-F = 22.8 Hz, 
3
J = 
9.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.16 (dd, 
3
J = 8.9, Hz, 
3
J = 3.0 Hz, 1H, 4'-H), 4.06 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.87 (dd, 
2
J = 13.1 Hz,
 3
J = 4.1 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 165.3 (C4), 156.9 (C2), 140.9 (C6), 106.5 (C5), 93.7 (d, 
1
JC-F = 184.6 Hz, C2'), 89.8 (d, 
2
JC-F = 35.1 Hz, C1'), 82.1 (C4'), 67.7 (d, 
2
JC-F = 16.9 Hz, C3'), 59.6 
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(C5'), 57.7 (C5'-CH2). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −201.2 (ddd, 
2
JF-H = 52.9 Hz, 
3
JF-H = 22.8 Hz, 
3
JF-H = 
19.2 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C10H15FN3O5
+
 [M+H]
+
: 276.0990 gef.: 276.0991. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3476 (w), 3339 (w), 2890 (w), 1653 (s), 1489 (m), 1464 (m), 1299 (m), 
1108 (s), 1069 (s), 786 (m). 
Schmelzbereich: 169-170 °C (Zersetzung). 
 
 
10.5.4 5-Methoxycarbonyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (138) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 1.18 g der Verbindung 57 (2.21 mmol, 1.0 Äq.) in 
32 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 892 µL Pyridin (11.1 mmol, 5.0 Äq.) sowie 574 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 22.1 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 24 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 2.21 mL TMSOMe (1 mL/mmol) der entstandenen 
Suspension zugefügt. Nach 30 min wurde die Suspension bei 6000 rpm für 15 min zentrifugiert, der 
Überstand dekantiert und der Rückstand in ddH2O gelöst. Nach Gefriertrocknung wurden 600 mg 
der Verbindung 138 (1.90 mmol, 86%) in Form eines leicht gelblichen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.33 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 9.18 (s, 1H, 6-H), 8.03 (s, 1H, NH2), 7.70 (s, 1H, 
NH2), 5.90 (dd, 
3
JH-F = 17.1 Hz, 
3
J = 5.1 Hz, 1H, 1'-H), 5.56 (s, 1H, 3'-OH), 5.33 (s, 1H, 5'-OH), 
4.93 (dd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 1H, 2'-H), 4.22-4.08 (m, 1H, 3'-H), 4.98-4.82 (m, 2H, 4'-H, 
5'-H), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.61 (d, 
2
J = 11.9 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 165.2 (C(=O)-OH), 163.1 (C4), 153.0 (C2), 148.3 
(C6), 94.8 (C5), 91.6 (d, 
1
JC-F = 188.4 Hz, C2'), 88.4 (d, 
2
JC-F = 33.8 Hz, C1'), 82.7 (C4'), 66.3 (d, 
2
JC-F = 17.2 Hz, C3'), 58.1 (C5'), 51.7 (OCH3). 
19
F-NMR (376 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = −196.6 (ddd, 
2
JF-H = 53.4 Hz, 
3
JF-H = 26.7 Hz, 
3
JF-H = 
17.2 Hz). 
10 Experimenteller Teil 
 
185 
 
HRMS (ESI+): ber. für C11H15FN3O6
+
 [M+H]
+
: 304.0939, gef.: 304.0946. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3403 (w), 3302 (w), 1715 (s), 1650 (s), 1583 (m), 1417 (m), 1329 (m), 
1074 (s), 798 (m). 
Schmelzbereich: 202-204 °C (Zersetzung). 
 
 
10.5.5 5-Carboxy-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin (64) 
 
In einem Rundkolben wurden 600 mg der Verbindung 138 (1.90 mmol, 1.0 Äq.) in 190 mL eines 
Gemisches aus ddH2O/MeCN (1:1, 0.01 M) gelöst und mit 550 mg LiOH (22.8 mmol, 12.0 Äq.) 
versetzt. Nach 16 h bei Raumtemperatur wurde die Reaktionslösung auf pH = 4 mit 2 N HCl einges-
tellt. Nach Entfernen des Lösungsmittel in vacuo und Aufreinigung mittels präperativer reversed 
phase HPLC wurden 351 mg der Verbindung 64 (1.22 mmol, 64%) in Form eines farblosen Fest-
stoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.06 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 8.55 (s, 1H, 6-H), 6.05 (d, 
3
JH-F = 19.0 Hz, 1H, 1'-H), 5.17 
(dd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 2'-H), 4.38 (ddd, 
3
JH-F = 22.8 Hz, 
3
J = 9.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 
3'-H), 4.25-4.11 (m, 1H, 4'-H), 4.06 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 2.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.88 (dd, 
2
J = 
11.9 Hz,
 3
J = 4.5 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 170.3 (C(=O)-OH), 164.6 (C4), 155.6 (C2), 146.9 (C6), 
102.9 (C5), 91.6 (d, 
1
JC-F = 188.4 Hz, C2'), 89.9 (d, 
2
JC-F = 35.3 Hz, C1'), 82.3 (C4'), 67.8 (d, 
2
JC-F = 16.8 Hz, C3'), 59.7 (C5'). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −200.8 (ddd, 
2
JF-H = 52.8 Hz, 
3
JF-H = 22.8 Hz, 
3
JF-H = 
19.2 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C10H13FN3O6
+
 [M+H]
+
: 290.0783 gef.: 290.0785. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3248 (w), 1650 (s), 1559 (m), 1066 (m), 815 (w), 681 (w). 
Schmelzbereich: 125-127 °C. 
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10.5.6 O3',5'-bis(Tertbutyldimethylsilyl)-5-iod-2'-desoxy-2'(R)-fluor-uridin (66) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 10.0 g (40.6 mmol, 1.0 Äq.) 2'-Desoxy-2'(R)-fluor-
uridin, 6.20 g Iod (24.4 mmol, 0.6 Äq.) und 10.6 g mCPBA (70%, 42.7 mmol, 1.05 Äq.) in 112 mL 
DMF (0.36 M) gelöst und für 17 h bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde das Lösungs-
mittel entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
10:1 → 5:1 (+ jeweils 1% NEt3) wurden ein Gemisch aus hauptsächlich F-IdU sowie nicht abtrenn-
baren Verbindungen erhalten. Nachfolgend wurde dieses Gemisch zusammen mit 18.4 g TBS-Cl 
(122 mmol, 3.0 Äq.) und 12.5 g Imidazol (184 mmol, 4.5 Äq.) in 76.8 mL eines Gemisches aus 
Pyridin/DMF (3:2, 0.53 M) bei 0 °C gelöst. Die Reaktionslösung wurde langsam auf Raumtempera-
tur erwärmt und anschließend für 19 h gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 
Eis sowie von 250 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohprodukt wurde mit 3x 150 mL EtOAc 
extrahiert, die organischen Phasen mit 200 mL einer ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über 
Mg2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer 
Aufreinigung (DCM/MeOH 100:1 → 20:1) wurden 10.3g 43 (17.1 mmol, 42% über zwei Stufen) in 
Form einer sehr viskosen, farblosen Flüssigkeit erhalten. 
 
DC: Rf = 0.60 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.84 (s, 1H, NH), 7.98 (s, 1H, 6-H), 6.09 (dd, 
3
JH-F = 
14.2 Hz, 
3
J = 4.2 Hz, 1H, 1'-H), 4.81 (dt, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.4 Hz, 1H, 2'-H), 4.28 (dt, 
3
JH-F = 
11.7 Hz, 
3
J = 9.5 Hz, 1H, 3'-H), 4.08 (dd, 
3
J = 4.5 Hz, 
3
J = 1.5 Hz, 1H, 4'-H), 3.98 (dd, 
2
J = 12.1 Hz, 
3
J = 1.3 Hz, 1H, 5'-H), 3.77 (dd, 
2
J = 12.1 Hz, 
3
J = 2.2 Hz, 1H, 5'-H), 0.96 (s, 9H, C(CH3)3), 0.91 (s, 
9H, C(CH3)3), 0.17 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.11 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 159.7 (C4), 149.6 (C2), 143.9 (C6), 92.3 (d, 
1
JC-F = 
196.5 Hz, C2'), 87.4 (d, 
2
JC-F = 31.6 Hz, C1'), 85.2 (C4'), 69.7 (d, 
2
JC-F = 15.5 Hz, C3'), 69.1 (C5'), 
61.7 (C5), 26.3 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.2 (Si-C(CH3)3), −4.4 (Si-CH3), 
−4.7 (Si-CH3), −5.0 (Si-CH3), −5.1 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −205.5 (dt, 
2
JF-H = 52.7 Hz, 
3
JF-H = 13.1 Hz). 
HRMS (ESI−): ber. für C21H37FIN2O5Si2
-
 [M−H]
-
: 599.1275, gef.: 599.1269. 
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IR (ATR): ν (cm
-1
) = 2951 (m), 2927 (m), 2884 (w), 1691 (m), 1604 (w), 1470 (s), 1360 (m), 
1321 (m), 1252 (m), 1224 (s), 1127 (s), 1023 (m), 979 (s), 888 (m), 828 (m), 776 (m). 
 
10.5.7 2'-Desoxy-2'(R)-fluor-thymidin (67) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 400 mg der Verbindung 66 (666 µmol, 1.0 Äq) in 
13.3 mL HMDS (0.05 M) gelöst, mit 3.3 mg Diammoniumsulfat versetzt und anschließend für 3 h 
bis zum vollständigen Reaktionsumsatz unter Rückfluss erhitzt. Das Lösungsmittel wurde nachfol-
gend in vacuo entfernt, Lösungsmittelrückstände mit 100 mL Toluol coevaporiert und der Rück-
stand für 20 min am Hochvakuum getrocknet. Dieser wurde in 26.6 mL THF (0.025 M) gelöst, mit 
6 mg PdCl2 (33 µmol, 0.05 Äq.) und 17 mg Triphenylphosphin (66 µmol, 0.1 Äq.) versetzt und für 
10 min unter Rückfluss erhitzt. Anschließend wurden langsam 666 µL AlMe3 (1.33 mmol, 2 Äq., 
2 M in Hexan) zugetropft. Nach 20 h wurde ein vollständiger Umsatz beobachtet und der Reaktions-
lösung langsam 20 mL Wasser zugegeben. Das Rohprodukt wurde mit 2x 30 mL EtOAc extrahiert, 
die vereinigten organischen Phasen mit 30 mL einer ges. NaHCO3-Lösung gewaschen und über 
Mg2SO4 sowie im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde in ein Polypropylengefäß über-
führt, in 900 µL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 269 mL Pyridin (3.33 mmol, 5.0 Äq.) sowie 
251 µL HF∙Pyridin (70% HF, 999 mmol, 15.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 
17 h wurde ein vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 666 µL TMSOMe (1 mL/mmol) zu-
gefügt. Nach 30 min wurde das Lösungsmittel in vacuo entfernt und mittels säulenchromatographi-
scher Aufreinigung (DCM/MeOH 10:1 → 5:1) wurden 140 mg der Verbindung 67 (538 µmol, 81%) 
in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.19 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.54 (d, 
4
J = 1.2 Hz, 1H, 6-H), 5.87 (dd, 
3
JH-F = 19.9 Hz, 
3
J = 
1.5 Hz, 1H, 1'-H), 5.07 (ddd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 
3
J = 1.5 Hz, 1H, 2'-H), 4.28 (ddd, 
3
JH-F = 
21.2 Hz, 
3
J = 8.7 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 1H, 3'-H), 4.01-3.96 (m, 1H, 4'-H), 3.89 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 
2.5 Hz, 1H, 5'-H), 3.71 (dd, 
2
J = 13.0 Hz,
 3
J = 4.2 Hz, 1H, 5'-H), 1.75 (d, 
4
J = 1.2 Hz, 3H, CH3). 
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13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 166.6 (C4), 151.3 (C2), 138.0 (C6), 111.1 (C5), 93.2 (d, 
1
JC-F = 184.8 Hz, C2'), 89.1 (d, 
2
JC-F = 35.5 Hz, C1'), 82.2 (C4'), 67.8 (d, 
2
JC-F = 16.6 Hz, C3'), 59.6 
(C5'), 11.4 (CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −200.8 (dt, 
2
JF-H = 52.8 Hz, 
3
JF-H = 20.5 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C10H14FN2O5
+
 [M+H]
+
: 261.0881 gef.: 261.0881. 
 
 
10.5.8 O3',5'-bis(Tertbutyldimethylsilyl)-5-formyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-uridin 
(139) 
 
In einem Hochdruckautoklaven wurden 3.62 g der Verbindung 66 (6.02 mmol, 1.0 Äq.) zusammen 
mit 948 mg Triphenylphosphin (3.61 mmol, 0.6 Äq.) und 624 mg Pd2(dba)∙CHCl3 (600 µmol, 0.1 
Äq.) vorgelegt. Das Reaktionsgefäß wurde zur Dichtigkeitsprüfung einmalig mit Kohlenstoffmono-
oxid mit einem Gasdruck von 3.5 bar für 15 min befüllt. Nach bestandenem Drucktest wurde der 
Hochdruckautoklav belüftet, 90 mL Toluol (0.067 M) zugefügt, der Hochdruckautoklav zweimal mit 
Kohlenstoffmonoxid gespült und schließlich mit Kohlenstoffmonoxid mit einem Gasdruck von 
3.5 bar befüllt. Nachfolgend wurde die Suspension auf 60 °C erhitzt und mit 2.02 mL Bu3SnH 
(7.21 mmol, 1.2 Äq.) mit einer Flussrate von 0.15 mL/h versetzt. Nach Abschluss der Bu3SnH-
Zugabe wurde für weitere 4 h gerührt. Nach Belüften des Reaktionsgefäßes, Entfernen des Lö-
sungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (dryload, iHex/EtOAc 
4:1 → 1:1) wurden 2.00 g der Verbindung 139 (3.98 mmol, 66%) in Form eines farblosen Feststoffs 
erhalten. 
 
DC: Rf = 0.62 (iHex/EtOAc 1:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 10.01 (s, 1H, C(=O)-H), 9.07 (s, 1H, NH), 8.42 (s, 1H, 
6-H), 6.12 (dd, 
3
JH-F = 14.0 Hz, 
3
J = 3.9 Hz, 1H, 1'-H), 4.89 (dt, 
2
JH-F = 52.5 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 2'-
H), 4.32 (dt, 
3
JH-F = 11.5 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 1H, 3'-H), 4.13 (dd, 
3
J = 4.9 Hz, 
3
J = 2.1 Hz, 1H, 4'-H), 
3.99 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.0 Hz, 1H, 5'-H), 3.78 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 1H, 5'-H), 0.93 
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(s, 9H, C(CH3)3), 0.91 (s, 9H, C(CH3)3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.15 (s, 3H, CH3), 0.13 (s, 3H, CH3), 
0.11 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 185.4 (C(=O)-H), 161.5 (C4), 149.0 (C2), 145.1 (C6), 
111.6 (C5), 92.5 (d, 
1
JC-F = 196.3 Hz, C2'), 88.3 (d, 
2
JC-F = 33.4 Hz, C1'), 85.7 (C4'), 69.8 (d, 
2
JC-F = 15.3 Hz, C3'), 61.7 (C5'), 26.0 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.5 (Si-C(CH3)3), 18.1 (Si-
C(CH3)3), −4.7 (Si-CH3), −5.1 (Si-CH3), −5.5 (Si-CH3), −5.6 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −205.2 (dt, 
2
JF-H = 52.9 Hz, 
3
JF-H = 12.7 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H40FN2O6Si2
+
 [M+H]
+
: 503.2409, gef.: 503.2405. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3058 (w), 2955 (m), 2630 (m), 2858 (m), 1698 (s), 1601 (s), 1472 (s), 1378 
(m), 1362 (m), 1256 (s), 1224 (w), 1166 (m), 1123 (s), 1075 (s), 998 (w), 940 (m), 838 (s), 781 (s), 
673 (w). 
Schmelzbereich: 62-63 °C. 
 
 
10.5.9 O3',5'-bis(Tertbutyldimethylsilyl)-5-hydroxymethyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-
uridin (68) 
 
In einem Rundkolben wurden 780 mg der Verbindung 139 (1.55 mmol, 1.0 Äq.) in 75 mL 
MeOH (0.021 M) gelöst und mit 1.73 g CeCl3∙7 H2O (4.65 mmol, 3.0 Äq.) versetzt. Nach vollstän-
digen Lösen des Reagenzes wurden langsam 59 mg NaBH4 (1.55 µmol, 1.0 Äq.) zugefügt und für 
72 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 250 mL 
einer ges. NH4Cl-Lösung beendet. Das Rohprodukt wurde zweimal mit je 125 mL EtOAc extra-
hiert, die vereinigten organischen Phasen mit 200 mL einer ges. NaCl-Lösung gewaschen und über 
Mg2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer 
Aufreinigung (DCM/MeOH 50:1 → 10:1) wurden 743 mg der Verbindung 68 (1.47 mmol, 95%) in 
Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.47 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 9.13 (s, 1H, NH), 7.60 (s, 1H, 6-H), 6.07 (dd, 
3
JH-F = 
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15.4 Hz, 
3
J = 3.4 Hz, 1H, 1'-H), 4.84 (ddd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 
3
J = 3.4 Hz, 1H, 2'-H), 4.41 
(dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 6.3 Hz, 1H, C5'-CH2), ), 4.35 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 6.3 Hz, 1H, C5'-CH2), 
4.29 (dt, 
3
JH-F = 13.8 Hz, 
3
J = 5.3 Hz, 1H, 3'-H), 4.05 (dt, 
3
J = 5.6 Hz, 
3
J = 1.9 Hz, 1H, 4'-H), 3.98 
(dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.1 Hz, 1H, 5'-H), 3.77 (dd, 
2
J = 11.8 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 1H, 5'-H), 2.98 (t, 
3
J = 
6.3 Hz, 1H, C5'-CH2-OH), 0.93 (s, 9H, C(CH3)3), 0.91 (s, 9H, C(CH3)3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.12 (s, 
3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.10 (s, 3H, CH3). 
13
C-NMR (75 MHz, CDCl3, ppm): δ = 163.7 (C4), 149.9 (C2), 137.4 (C6), 114.2 (C5), 92.5 (d, 
1
JC-F = 194.3 Hz, C2'), 88.0 (d, 
2
JC-F = 33.7 Hz, C1'), 84.7 (C4'), 69.6 (d, 
2
JC-F = 15.7 Hz, C3'), 
61.8 (C5'), 58.9 (C5'-CH2), 26.0 (C(CH3)3), 25.6 (C(CH3)3), 18.7 (Si-C(CH3)3), 18.3 (Si-C(CH3)3), 
−4.5 (Si-CH3), −4.9 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3), −5.2 (Si-CH3). 
19
F-NMR (282 MHz, CDCl3, ppm): δ = −204.2 (dt, 
2
JF-H = 52.9 Hz, 
3
JF-H = 14.7 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C22H41FN2O6Si2Na
+
 [M+Na]
+
: 527.2379, gef.: 527.2383, 
  (ESI−): ber. für C22H40FN2O6Si2
-
 [M−H]
-
: 503.2414, gef.: 503.2409. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3416 (w), 3188 (w), 3061 (w), 2955 (m), 2930 (m), 2858 (m), 1686 (s), 
1472 (s), 1389 (m), 1362 (m), 1255 (s), 1159 (m), 1123 (s), 1080 (s), 1006 (w), 938 (m), 836 (s), 
779 (s), 671 (w), 510 (s). 
Schmelzbereich: 51-53 °C. 
 
 
10.5.10 5-Hydroxymethyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-uridin (69) 
 
In einem Polypropylengefäß wurden 50 mg der Verbindung 68 (81 µmol, 1.0 Äq.) in 
1.15 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 33 µL Pyridin (404 µmol, 5.0 Äq.) sowie 41 µL HF∙Pyridin 
(70% HF, 1.62 mmol, 20.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 15 h wurde ein 
vollständiger Reaktionsumsatz beobachtet und 1.62 mL TMSOMe (1 mL/mmol (HF)) der entstan-
denen Suspension zugefügt. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und Aufreinigung mittels 
präperativer reversed phase HPLC wurden 11 mg der Verbindung 69 (40 µmol, 50%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
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DC: Rf = 0.47 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.89 (s, 1H, 6-H), 5.97 (dd, 
3
JH-F = 19.4 Hz, 
3
J = 1.4 Hz, 1H, 
1'-H), 5.17 (ddd, 
2
JH-F = 52.8 Hz, 
3
J = 4.5 Hz, 
3
J = 1.4 Hz, 1H, 2'-H), 4.36 (ddd, 
3
JH-F = 21.5 Hz, 
3
J = 8.6 Hz, 
3
J = 4.7 Hz, 1H, 3'-H), 4.31 (s, 2H, C5'-CH2), 4.09 (dt, 
3
J = 8.6 Hz, 
3
J = 3.2 Hz, 1H, 4'-
H), 3.98 (dd, 
2
J = 13.1 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 3.79 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 4.0 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 164.9 (C4), 151.1 (C2), 140.0 (C6), 113.3 (C5), 93.3 (d, 
1
JC-F = 189.9 Hz, C2'), 89.3 (d, 
2
JC-F = 35.4 Hz, C1'), 82.3 (C4'), 67.6 (d, 
2
JC-F = 16.2 Hz, C3'), 
59.4 (C5'), 56.4 (C5'-CH2). 
HRMS (ESI−): ber. für C10H12FN2O6
-
 [M−H]
-
: 275.0685, gef.: 275.0687.  
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10.6 Vorschriften zur Synthese fluorierter, isotopenmarkierter Nukleoside 
Die Verbindungen 72
[215]
 und 77
[215]
 in Schema 20 sowie 80
[216]
, 75
[216]
, 81
[216]
 und 19
[78]
 in Sche-
ma 21 wurden ohne Abwandlung nach Literaturvorschriften synthetisiert. Die Charakterisierung der 
Verbindungen stimmte mit der beschriebenen überein. 
10.6.1 O3',5'-Bis(acetyl)-2'-desoxy-2'(R)-fluor-uridin (140) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 2.46 g (10.0 mmol, 1.0 Äq.) 2'-Desoxy-2'(R)-fluor-
uridin in 63 mL Pyridin (0.16 M) gelöst, mit 2.27 mL Acetanhydrid (24.0 mmol, 2.4 Äq.) und 
122 mg DMAP (1.00 mmol, 0.1 Äq.) versetzt und für 24 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach voll-
ständigem Umsatz erfolgte die Zugabe von Eis sowie von 50 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das 
Rohprodukt wurde mit 3x 50 mL DCM extrahiert, die organischen Phasen mit 50 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über Mg2SO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in 
vacuo und Coevaporieren mit 150 mL Toluol wurden 3.12 g 140 (9.45 mmol, 95%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.19 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.80 (s, 1H, NH), 7.39 (d, 
3
J = 8.1 Hz, 1H, 6-H), 5.79 (dd, 
3
JH-F = 19.8 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.76 (dd, 
3
J = 8.1 Hz, 
4
J = 2.0 Hz, 1H, 5-H), 5.37 (ddd, 
2
JH-
F = 52.2 Hz, 
3
J = 5.0 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 1H, 2'-H), 5.15 (ddd, 
3
JH-F = 17.8 Hz, 
3
J = 8.3 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 
1H, 3'-H), 4.45 (dd, 
2
J = 12.4 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 5'-H), 4.41 (ddd, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 
3
J = 2.7 Hz, 1H, 4'-H), 4.30 (dd, 
2
J = 12.4 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 5'-H), 2.16 (s, 3H, C3'-O-C(=O)-
CH3), 2.11 (s, 3H, C5'-O-C(=O)-CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 170.3 (C5'-O-C(=O)-CH3), 169.9 (C3'-O-C(=O)-CH3), 
162.7 (C4), 149.7 (C2), 140.7 (C6), 103.1 (C5), 91.5 (d, 
2
JC-F = 35.5 Hz, C1'), 91.0 (d, 
1
JC-F = 
192.9 Hz, C2'), 78.8 (C4'), 69.8 (d, 
2
JC-F = 15.5 Hz, C3'), 62.4 (C5'), 20.9 (C5'-O-C(=O)-CH3), 20.5 
(C3'-O-C(=O)-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −199.0 (ddd, 
2
JF-H = 52.2 Hz, 
3
JF-H = 19.7 Hz, 
3
JF-H = 
17.8 Hz). 
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HRMS (ESI+): ber. für C13H16FN2O7
+
 [M+H]
+
: 331.0936, gef.: 331.0942. 
Schmelzbereich: 173-175 °C. 
 
 
10.6.2 O3',5'-Bis(acetyl)-N3-nitryl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-uridin (83) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurde zu einer Lösung aus 800 mg (10.0 mmol, 2.0 Äq.) fein-
gemörsertem Ammoniumnitrat in 25 mL DCM (0.2 M) bei 0 °C langsam mit 2.80 mL Trifluoressig-
säureanhydrid (20.0 mmol, 4.0 Äq.) versetzt und bei Raumtemperatur für 2 h gerührt. Anschließend 
wurde die Reaktionslösung auf 0 °C gekühlt, 1.65 g der Verbindung 140 (5.00 mmol, 1.0 Äq.) zu-
gegeben und für 3 h gerührt. Nach vollständigem Umsatz wurde die Reaktionslösung auf Raum-
temperatur erwärmt, mit 30 mL eines PBS-Puffers (pH = 7.4) versetzt, das Rohprodukt mit 
2x 50 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach 
Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
1:0 → 50:1) wurden 840 mg 83 (2.24 mmol, 44%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.78 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (599 MHz, CDCl3, ppm): δ = 7.47 (d, 
3
J = 8.4 Hz, 1H, 6-H), 5.90 (d, 
3
J = 8.4 Hz, 1H, 
5-H), 5.81 (dd, 
3
JH-F = 18.7 Hz, 
3
J = 1.7 Hz, 1H, 1'-H), 5.42 (ddd, 
2
JH-F = 51.8 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 
3
J = 
1.7 Hz, 1H, 2'-H), 5.14 (ddd, 
3
JH-F = 18.0 Hz, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 1H, 3'-H), 4.46 (dd, 
2
J = 12.6 
Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 1H, 5'-H), 4.44 (ddd, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 3.9 Hz, 
3
J = 2.6 Hz, 1H, 4'-H), 4.31 (dd, 
2
J = 
12.7 Hz, 
3
J = 4.0 Hz, 1H, 5'-H), 2.16 (s, 3H, C3'-O-C(=O)-CH3), 2.11 (s, 3H, C5'-O-C(=O)-CH3). 
13
C-NMR (151 MHz, CDCl3, ppm): δ = 170.3 (C5'-O-C(=O)-CH3), 169.9 (C3'-O-C(=O)-CH3), 
154.9 (C4), 145.1 (C2), 140.1 (C6), 102.0 (C5), 92.0 (d, 
2
JC-F = 36.0 Hz, C1'), 90.7 (d, 
1
JC-F = 
193.3 Hz, C2'), 79.3 (C4'), 69.8 (d, 
2
JC-F = 15.2 Hz, C3'), 61.8 (C5'), 20.8 (C5'-O-C(=O)-CH3), 20.5 
(C3'-O-C(=O)-CH3). 
19
F-NMR (376 MHz, CDCl3, ppm): δ = −199.4 (dt, 
2
JF-H = 51.7 Hz, 
3
JF-H = 18.3 Hz). 
HRMS (ESI+): ber. für C13H18FN4O9
+
 [M+NH4]
+
: 393.1052, gef.: 393.1056. 
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10.6.3 2'-desoxy-2'(R)-fluor-[N3-15N2]-uridin (84) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 750 mg (2.00 mmol, 1.0 Äq.) der Verbindung 83 in 
10 mL MeCN gelöst. Daraufhin wurde eine Lösung aus 130 g Iod (2.40 mmol, 1.2 Äq.), 158 mg 
KOH (85%, 2.4 mmol, 1.2 Äq.), 415 mL Triethylamin (3.00 mmol, 1.5 Äq.) in 10 mL eines Gemi-
sches aus H2O/MeCN (1:1) zugegeben und für 2.5 d bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend 
wurde das Lösungsmittel entfernt und nach säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
20:1 → 10:1) wurde ein Gemisch aus nicht Acetyl- und einfach Acetyl-entschütztem Produkt iso-
liert. Dieses Gemisch wurde nachfolgend in 20 mL methanolischem Ammoniak (7 N) gelöst und für 
19 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo, säulenchromato-
graphischer (DCM/MeOH 10:1 → 5:1) sowie präperativer reversed phase HPLC-Aufreinigung 
wurden 287 mg 
15
N-F-dU 84 (1.16 mmol, 58%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.48 (DCM/MeOH 10:1). 
1
H-NMR (800 MHz, D2O, ppm): δ = 7.73 (d, 
3
J = 8.1 Hz, 1H, 6-H), 5.91 (dd, 
3
JH-F = 19.8 Hz, 
4
J = 
1.4 Hz, 1H, 1'-H), 5.78 (dd, 
3
J = 8.2 Hz, 
3
J = 2.7 Hz, 1H, 5-H), 5.13 (ddd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.9 
Hz, 
3
J = 0.7 Hz, 1H, 2'-H), 4.29 (ddd, 
3
JH-F = 21.5 Hz, 
3
J = 8.6 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 1H, 3'-H), 4.03 
(ddd, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 4.4 Hz, 
3
J = 2.5 Hz, 1H, 4'-H), 3.91 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 
3.72 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 4.5 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (201 MHz, D2O, ppm): δ = 162.6 (C4), 149.9 (C2), 140.9 (C6), 103.3 (C5), 93.2 (d, 
1
JC-F = 193.4 Hz, C2'), 89.2 (d, 
2
JC-F = 35.7 Hz, C1'), 82.5 (C4'), 67.6 (d, 
2
JC-F = 15.8 Hz, C3'), 59.6 
(C5'). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −200.9 (dt, 
2
JF-H = 52.7 Hz, 
3
JF-H = 20.5 Hz). 
HRMS (ESI−): ber. für C11H14FN
15
NO7
-
 [M+OAc]
-
: 306.0761, gef.: 306.0764. 
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10.6.4 2'-desoxy-2'(R)-fluor-[N3,N4-15N2]-cytidin (85) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 247 mg 
15
N-F-dU 84 (1.00 mmol, 1.0 Äq.) zusammen 
mit 452 mg TBS-Cl (3.00 mmol, 3.0 Äq.) und 306 mg Imidazol (4.50 mmol, 4.5 Äq.) in 2.00 mL 
eines Gemisches aus Pyridin/DMF (3:2, 0.5 M) bei 0 °C gelöst. Die klare Lösung wurde langsam 
auf Raumtemperatur erwärmt und anschließend für 22 h gerührt. Nach vollständigem Umsatz er-
folgte die Zugabe von Eis sowie von 20 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohprodukt wurde 
mit 2x 100 mL EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit 50 mL einer ges. NH4Cl-
Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und 
säulenchromatographischer Aufreinigung (iHex/EtOAc 100:1 → 1:1) wurden 117 mg des doppelt 
TBS-geschützten 
15
N-F-dU (246 µmol, 79%) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten und ohne 
weitere Charakterisierung direkt umgesetzt. 
148 mg (2.21 mmol, 9 Äq.) Triazol wurden in 3.85 mL MeCN gelöst und bei 0 °C langsam mit 
46 µL POCl3 (480 µmol, 2 Äq.) versetzt. Nach 15 min erfolgte die Zugabe von 291 µL Triethyla-
min, nach weiteren 15 min die Zugabe des doppelt TBS-geschützten 
15
N-F-dU (117 mg, 246 µmol, 
1.0 Äq.), woraufhin die Reaktionslösung auf Raumtemperatur erwärmt und für 12 h gerührt wurde. 
Aufgrund unzulänglicher Umsetzung wurde die Reaktionslösung für 6 d auf 50 °C geheizt. An-
schließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 µL Triethylamin und 48 µL ddH2O beendet, 
mit 50 mL DCM versetzt, die Reaktionslösung mit 25 mL einer ges. NaHCO3-Lösung gewaschen 
und das Rohprodukt mit 50 mL DCM extrahiert. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo wur-
de das Rohprodukt in 0.5 mL Dioxan gelöst und 0.40 mL einer 
15
NH3-Lösung (3 M in ddH2O, 
5 Äq.) zugefügt. Nach 24 h Rühren bei Raumtemperatur wurde ein vollständiger Umsatz beobachtet 
und 5.0 mL einer ges. NH4Cl-Lösung zugefügt. Nach Extraktion mit 2x 25 mL DCM wurden die 
vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittels in vacuo entfernt 
und ohne weitere Charakterisierung direkt umgesetzt. 
Das Rohprodukt wurde in ein Polypropylengefäß überführt, in 3.5 mL EtOAc (0.07 M) gelöst, mit 
98 µL Pyridin (1.23 mmol, 5.0 Äq.) sowie 123 µL HF∙Pyridin (70% HF, 4.92 mmol, 20.0 Äq.) ver-
setzt und bei Raumtemperatur gerührt. Nach 22 h wurde ein vollständiger Reaktionsumsatz beo-
bachtet und 4.92 mL TMSOMe (1 mL/mmol) zugefügt. Nach 1 h wurde das Lösungsmittel in vacuo 
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entfernt und der Rückstand in ddH2O gelöst. Nach Aufreinigung mittels präperativer reversed phase 
HPLC wurden 44 mg von 
15
N2-F-dC 85 (180 µmol, 18% über 3 Stufen) in Form eines farblosen 
Feststoffs erhalten. Die Isotopenreinheit konnte massenspektrometrisch durch K. Iwan (AK Carell) 
auf über 95% bestimmt werden. 
 
DC: Rf = 0.26 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (800 MHz, D2O, ppm): δ = 7.81 (d, 
3
J = 7.6 Hz, 1H, 6-H), 6.02 (d, 
3
J = 7.7 Hz, 1H, 
5'-H), 5.97 (d, 
3
JH-F = 19.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.15 (ddd, 
2
JH-F = 52.9 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 
3
J = 1.1 Hz, 1H, 
2'-H), 4.34 (ddd, 
3
JH-F = 22.5 Hz, 
3
J = 9.0 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 3'-H), 4.16-4.08 (m, 1H, 4'-H), 4.01 
(dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 2.4 Hz, 1H, 5'-H), 3.83 (dd, 
2
J = 13.0 Hz, 
3
J = 4.4 Hz, 1H, 5'-H). 
13
C-NMR (201 MHz, D2O, ppm): δ = 162.6 (C4), 149.9 (C2), 140.6 (C6), 96.0 (C5), 93.2 (d, 
1
JC-F 
= 193.8 Hz, C2'), 89.9 (d, 
2
JC-F = 35.7 Hz, C1'), 82.2 (C4'), 67.8 (d, 
2
JC-F = 15.5 Hz, C3'), 59.9 (C5'). 
19
F-NMR (376 MHz, D2O, ppm): δ = −200.3 (dt, 
2
JF-H = 53.1 Hz, 
3
JF-H = 19.0 Hz). 
HRMS (ESI−): ber. für C11H15FN
15
N2O6
-
 [M+OAc]
-
: 306.0891, gef.: 306.0894. 
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10.7 Vorschriften zur Synthese fluorierter Triphosphate 
10.7.1 5-Methyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin-5'-triphosphat (als Tetra-
kis(triethylammonium-Salz) (86a) 
 
21 mg F-mdC (61, 80 µmol, 1.0 Äq.) und 132 mg Bis(tributylammonium)pyrophosphat (240 µmol, 
3.0 Äq.) wurden im Hochvakuum, 450 µL Tributylamin (1.90 mmol, 23.7 Äq.) wurde über 3 Å 
Molsieb für 15 h getrocknet. Anschließend wurde das getrocknete 
Bis(tributylammonium)pyrophosphat in 405 µL DMF gelöst, mit Tributylamin versetzt, die entstan-
dene Emulsion einer Lösung aus 49 mg 2-Chlor-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on (240 µmol, 
3.0 Äq., hergestellt von S. Serdjukow, AK Carell) in 405 µL DMF zugegeben und für 30 min bei 
Raumtemperatur gerührt. 
Im weiteren Verlauf wurde diese Triphosphat-Reagenzlösung mit getrocknetem F-mdC bei 0 °C 
versetzt und unter langsamer Erwärmung auf Raumtemperatur gerührt. Nach 3 h wurde ein voll-
ständiger Reaktionsumsatz beobachtet, woraufhin eine Iod-Lösung (20 mM I2 in Pyridin/ddH2O 9:1, 
ca. 1 mL) solange zugeführt wurde bis die leicht bräunliche Verfärbung der Reaktionslösung für 
mindestens 15 min anhielt. Anschließend wurden 2.5 mL ddH2O und nach einer weiteren Stunde 
1.5 mL einer 3 M wässrige NaCl-Lösung zugegeben. Die Lösung wurde in ein Polypropylengefäß 
überführt, kurz mithilfe eines Vortexmischers geschüttelt, mit 17 mL absolutem Ethanol versetzt 
und für 40 min bei −80 °C gekühlt. Anschließend wurde die erhaltene Suspension zentrifugiert 
(5 min, 6000 rpm), der Überstand verworfen, der Rückstand in 1.5 mL Puffer A gelöst und gefrier-
getrocknet. Nach dreimaliger Aufreinigung mittels präperativer reversed phase HPLC (0-15% Puf-
fer B in 45 min) wurden 6.7 µmol der Verbindung 86a (8%, mittels UV/VIS-Spektroskopie be-
stimmt) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.40 (DCM/MeOH 3:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.81 (s, 1H, 6-H), 5.97 (d, 
3
JH-F = 16.8 Hz, 1H, 1'-H), 5.02 
(dd, 
2
JH-F = 52.7 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 2'-H), 4.41 (ddd, 
3
JH-F = 23.0 Hz, 
3
J = 8.5 Hz, 
3
J = 4.6 Hz, 1H, 
3'-H), 4.31 (ddd, 
2
J = 12.2 Hz, 
3
JH-P = 4.0 Hz,
 3
J = 1.9 Hz, 1H, 5'-H), 4.23-4.13 (m, 2H, 4'-H, 5'-H), 
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1.88 (s, 3H, CH3). 
31
P-NMR (162 MHz, D2O, ppm): δ = −11.0 (d, 
2
JP-P = 19.9 Hz, γ-P), −11.8 (dt, 
2
JP-P = 20.0 Hz, 
3
JP-H = 2.9 Hz, α-P), −23.4 (t, 
2
JP-P = 20.0 Hz, β-P).
  
HRMS (ESI−): ber. für C10H16FN3O13P3
-
 [M−H]
-
: 497.9886 gef.: 497.9886. 
Aufgrund der sehr geringen isolierten Mengen, die jedoch für eine Vielzahl von PCR-Ansätzen aus-
reichte, und der Hydrolyselabilität des Triphosphat wurde auf Aufnahme eines 
13
C-NMR und IR-
Spektrums, sowie der Messung des Schmelzpunkts verzichtet. Eine weitere Charakterisierung von 
86a erfolgte durch den enzymatischen Einbau mittels PCR und der LC-MS-Analyse der erhaltenen 
DNA-Stränge. 
 
 
10.7.2 5-Hydroxymethyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin-5'-triphosphat (als Tet-
rakis(triethylammonium-Salz) (86b) 
 
22 mg F-hmdC (63, 80 µmol, 1.0 Äq.) und 132 mg Bis(tributylammonium)pyrophosphat 
(240 µmol, 3.0 Äq.) wurden im Hochvakuum, 450 µL Tributylamin (1.90 mmol, 23.7 Äq.) wurde 
über 3 Å Molsieb für 15 h getrocknet. Anschließend wurde das getrocknete 
Bis(tributylammonium)pyrophosphat in 405 µL DMF gelöst, mit Tributylamin versetzt, die entstan-
dene Emulsion einer Lösung aus 49 mg 2-Chlor-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on (240 µmol, 
3.0 Äq., hergestellt von S. Serdjukow, AK Carell) in 405 µL DMF zugegeben und für 30 min bei 
Raumtemperatur gerührt. 
Im weiteren Verlauf wurde diese Triphosphat-Reagenzlösung mit getrocknetem F-hmdC bei 0 °C 
versetzt und unter langsamer Erwärmung auf Raumtemperatur gerührt. Nach 3 h wurde ein voll-
ständiger Reaktionsumsatz beobachtet, woraufhin eine Iod-Lösung (20 mM I2 in Pyridin/ddH2O 9:1, 
ca. 1 mL) solange zugeführt wurde bis die leicht bräunliche Verfärbung der Reaktionslösung für 
mindestens 15 min anhielt. Anschließend wurden 2.5 mL ddH2O und nach einer weiteren Stunde 
1.5 mL einer 3 M wässrige NaCl-Lösung zugegeben. Die Lösung wurde in ein Polypropylengefäß 
überführt, kurz mithilfe eines Vortexmischers geschüttelt, mit 17 mL absolutem Ethanol versetzt 
und für 40 min bei −80 °C gekühlt. Anschließend wurde die erhaltene Suspension zentrifugiert 
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(5 min, 6000 rpm), der Überstand verworfen, der Rückstand in 1.5 mL Puffer A gelöst und gefrier-
getrocknet. Nach dreimaliger Aufreinigung mittels präperativer reversed phase HPLC (0-15% Puf-
fer B in 45 min) wurden 7.2 µmol der Verbindung 86b (9%, mittels UV/VIS-Spektroskopie be-
stimmt) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.32 (DCM/MeOH 3:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 7.99 (s, 1H, 6-H), 5.96 (d, 
3
JH-F = 16.5 Hz, 1H, 1'-H), 5.02 
(dd, 
2
JH-F = 52.1 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 1H, 2'-H), 4.42 (ddd, 
3
JH-F = 19.3 Hz, 
3
J = 8.9 Hz, 
3
J = 4.3 Hz, 1H, 
3'-H), 4.39 (s, 2H, C5-CH2), 4.34 (ddd, 
2
J = 12.5 Hz, 
3
JH-P = 3.8 Hz,
 3
J = 2.5 Hz, 1H, 5'-H), 4.23-
4.13 (m, 2H, 4'-H, 5'-H). 
31
P-NMR (162 MHz, D2O, ppm): δ = −11.0 (d, 
2
JP-P = 19.9 Hz, γ-P), −11.7 (dt, 
2
JP-P = 19.9 Hz, 
3
JP-H = 3.8 Hz, α-P), −23.4 (t, 
2
JP-P = 19.9 Hz, β-P).
 
 
HRMS (ESI−): ber. für C10H16FN3O14P3
-
 [M−H]
-
: 513.9835 gef.: 513.9836. 
Aufgrund der sehr geringen isolierten Mengen, die jedoch für eine Vielzahl von PCR-Ansätzen aus-
reichte, und der Hydrolyselabilität des Triphosphats wurde auf Aufnahme eines 
13
C-NMR und IR-
Spektrums, sowie der Messung des Schmelzpunkts verzichtet. Eine weitere Charakterisierung von 
86b erfolgte durch den enzymatischen Einbau mittels PCR und der LC-MS-Analyse der erhaltenen 
DNA-Stränge. 
 
 
10.7.3 5-Formyl-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin-5'-triphosphat (als Tetra-
kis(triethylammonium-Salz) (86c) 
 
21 mg F-fdC (62, 80 µmol, 1.0 Äq.) und 132 mg Bis(tributylammonium)pyrophosphat (240 µmol, 
3.0 Äq.) wurden im Hochvakuum, 450 µL Tributylamin (1.90 mmol, 23.7 Äq.) wurde über 3 Å 
Molsieb für 15 h getrocknet. Anschließend wurde das getrocknete 
Bis(tributylammonium)pyrophosphat in 405 µL DMF gelöst, mit Tributylamin versetzt, die entstan-
dene Emulsion einer Lösung aus 49 mg 2-Chlor-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on (240 µmol, 
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3.0 Äq., hergestellt von S. Serdjukow, AK Carell) in 405 µL DMF zugegeben und für 30 min bei 
Raumtemperatur gerührt. 
Im weiteren Verlauf wurde diese Triphosphat-Reagenzlösung mit getrocknetem F-fdC bei 0 °C ver-
setzt und unter langsamer Erwärmung auf Raumtemperatur gerührt. Nach 3 h wurde ein vollständi-
ger Reaktionsumsatz beobachtet, woraufhin eine Iod-Lösung (20 mM I2 in Pyridin/ddH2O 9:1, ca. 
1 mL) solange zugeführt wurde bis die leicht bräunliche Verfärbung der Reaktionslösung für min-
destens 15 min anhielt. Anschließend wurden 2.5 mL ddH2O und nach einer weiteren Stunde 
1.5 mL einer 3 M wässrige NaCl-Lösung zugegeben. Die Lösung wurde in ein Polypropylengefäß 
überführt, kurz mithilfe eines Vortexmischers geschüttelt, mit 17 mL absolutem Ethanol versetzt 
und für 40 min bei −80 °C gekühlt. Anschließend wurde die erhaltene Suspension zentrifugiert 
(5 min, 6000 rpm), der Überstand verworfen, der Rückstand in 1.5 mL Puffer A gelöst und gefrier-
getrocknet. Nach dreimaliger Aufreinigung mittels präperativer reversed phase HPLC (0-15% Puf-
fer B in 45 min) wurden 2.4 µmol der Verbindung 86c (3%, mittels UV/VIS-Spektroskopie be-
stimmt) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.81 (DCM/MeOH 3:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 9.56 (s, 1H, C(=O)-H), 8.79 (s, 1H, 6-H), 5.98 (d, 
3
JH-F = 
16.6 Hz, 1H, 1'-H), 5.05 (dd, 
2
JH-F = 52.6 Hz, 
3
J = 4.8 Hz, 1H, 2'-H), 4.47-4.34 (m, 2H, 3'-H, 5'-H), 
4.28-4.17 (m, 2H, 4'-H, 5'-H). 
31
P-NMR (162 MHz, D2O, ppm): δ = −11.0 (d, 
2
JP-P = 19.8 Hz, γ-P), −11.8 (dt, 
2
JP-P = 20.1 Hz, 
3
JP-H = 3.1 Hz, α-P), −23.4 (t, 
2
JP-P = 20.0 Hz, β-P).
  
HRMS (ESI−): ber. für C10H14FN3O14P3
-
 [M−H]
-
: 511.9678 gef.: 511.9679. 
Aufgrund der sehr geringen isolierten Mengen, die jedoch für eine Vielzahl von PCR-Ansätzen aus-
reichte, und der Hydrolyselabilität des Triphosphats wurde auf die Aufnahme eines 
13
C-NMR und 
IR-Spektrums, sowie der Messung des Schmelzpunkts verzichtet. Eine weitere Charakterisierung 
von 86c erfolgte durch den enzymatischen Einbau mittels PCR und der LC-MS-Analyse der erhal-
tenen DNA-Stränge. 
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10.7.4 5-Carboxy-2'-desoxy-2'(R)-fluor-cytidin-5'-triphosphat (als Tetra-
kis(triethylammonium-Salz) (86d) 
 
21 mg F-cadC (64, 80 µmol, 1.0 Äq.) und 132 mg Bis(tributylammonium)pyrophosphat (240 µmol, 
3.0 Äq.) wurden im Hochvakuum, 450 µL Tributylamin (1.90 mmol, 23.7 Äq.) wurde über 3 Å 
Molsieb für 15 h getrocknet. Anschließend wurde das getrocknete 
Bis(tributylammonium)pyrophosphat in 405 µL DMF gelöst, mit Tributylamin versetzt, die entstan-
dene Emulsion einer Lösung aus 49 mg 2-Chlor-1,3,2-benzodioxaphosphorin-4-on (240 µmol, 
3.0 Äq., hergestellt von S. Serdjukow, AK Carell) in 405 µL DMF zugegeben und für 30 min bei 
Raumtemperatur gerührt. 
Im weiteren Verlauf wurde diese Triphosphat-Reagenzlösung mit getrocknetem F-cadC bei 0 °C 
versetzt und unter langsamer Erwärmung auf Raumtemperatur gerührt. Nach 3 h wurde ein voll-
ständiger Reaktionsumsatz beobachtet, woraufhin eine Iod-Lösung (20 mM I2 in Pyridin/ddH2O 9:1, 
ca. 1 mL) solange zugeführt wurde bis die leicht bräunliche Verfärbung der Reaktionslösung für 
mindestens 15 min anhielt. Anschließend wurden 2.5 mL ddH2O und nach einer weiteren Stunde 
1.5 mL einer 3 M wässrige NaCl-Lösung zugegeben. Die Lösung wurde in ein Polypropylengefäß 
überführt, kurz mithilfe eines Vortexmischers geschüttelt, mit 17 mL absolutem Ethanol versetzt 
und für 40 min bei −80 °C gekühlt. Anschließend wurde die erhaltene Suspension zentrifugiert 
(5 min, 6000 rpm), der Überstand verworfen, der Rückstand in 1.5 mL Puffer A gelöst und gefrier-
getrocknet. Nach dreimaliger Aufreinigung mittels präperativer reversed phase HPLC (0-15% Puf-
fer B in 45 min) wurden 4.5 µmol der Verbindung 86d (6%, mittels UV/VIS-Spektroskopie be-
stimmt) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.19 (DCM/MeOH 3:1). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 8.38 (s, 1H, 6-H), 5.87 (d, 
3
JH-F = 20.3 Hz, 1H, 1'-H), 5.15 
(dd, 
2
JH-F = 53.1 Hz, 
3
J = 5.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.40 (ddd, 
3
JH-F = 21.7 Hz, 
3
J = 8.1 Hz, 
3
J = 4.9 Hz, 1H, 
3'-H), 4.27 (ddd, 
2
J = 11.0 Hz, 
3
JH-P = 5.2 Hz,
 3
J = 1.7 Hz, 1H, 5'-H), 4.22-4.10 (m, 2H, 4'-H, 5'-H). 
31
P-NMR (162 MHz, D2O, ppm): δ = −11.0 (d, 
2
JP-P = 19.8 Hz, γ-P), −11.4 (dt, 
2
JP-P = 19.8 Hz, 
3
JP-H = 6.2 Hz, α-P), −23.4 (t, 
2
JP-P = 19.7 Hz, β-P).
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HRMS (ESI−): ber. für C10H14FN3O15P3
-
 [M−H]
-
: 527.9627 gef.: 527.9628. 
Aufgrund der sehr geringen isolierten Mengen, die jedoch für eine Vielzahl von PCR-Ansätzen aus-
reichte, und der Hydrolyselabilität des Triphosphats wurde auf die Aufnahme eines 
13
C-NMR und 
IR-Spektrums, sowie der Messung des Schmelzpunkts verzichtet. Eine weitere Charakterisierung 
von 86d erfolgte durch den enzymatischen Einbau mittels PCR und der LC-MS-Analyse der erhal-
tenen DNA-Stränge. 
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10.8 Vorschriften zur Synthese von PLP-Derivaten zur Proteinmarkierung 
10.8.1 2-Methyl-3-hydroxy-4,5-dihydroxymethyl-6-iod-pyridin (141) 
 
In Anlehnung an die Vorschrift von Mason et al. wurden in einem ausgeheizten Rundkolben 20.0 g 
(118 mmol, 1.0 Äq.) Pyridoxin als Hydrochloridsalz, 30.0 g Iod (118 mmol, 1.0 Äq.) in 340 mL 
einer 10%-igen Kaliumcarbonat-Lösung (0.35 M) suspendiert und für 3 h bei Raumtemperatur unter 
Lichtausschluss gerührt.
[273]
 Nach vollständiger Umsetzung wurden 1.88 g Na2SO3 (14.9 mmol, 0.2 
Äq.) zugegeben und weitere 10 min gerührt. Anschließend wurde eine 2 M HCl-Lösung bis zur Ein-
stellung von pH = 3 hinzugetropft, das Präzipitat durch Filtration gesammelt und mit kaltem ddH2O 
gewaschen. Nach Trocknung im Hochvakuum wurden 22.1 g der Verbindung 141 (74.9 mmol, 
63%) in Form eines leicht gelblichen Feststoffs erhalten werden. 
 
DC: Rf = 0.68 (DCM/MeOH 5:1). 
1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 9.51 (s, 1H, C3-OH), 4.79 (s, 2H, C4-CH2), 4.55 (s, 
2H, C5-CH2), 2.30 (s, 3H, C2-CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, DMSO-d6, ppm): δ = 150.4 (C3), 148.2 (C2), 136.2 (C4), 135.0 (C5), 112.1 
(C6), 64.0 (C5-CH2), 57.0 (C4-CH2), 19.0 (C2-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C8H11NO3I
+
 [M+H]
+
: 295.9778 gef.: 295.9780. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3098 (m), 2722 (m), 1582 (w), 1413 (s), 1296 (m), 1241 (s), 1031 (m), 
1013 (s), 956 (m), 749 (m), 713 (m). 
Schmelzbereich: 176-178 °C (Zersetzung). 
 
 
10.8.2 2-Methyl-3,4-(1,3-(2,2-dimethyl)-[4H]-dioxen)-5-hydroxymethyl-6-iod-
pyridin (103) 
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In Anlehnung an die Vorschrift von Korytnyk wurden in einem ausgeheizten Rundkolben 22.1 g der 
Verbindung 141 (74.9 mmol, 1.0 Äq.) in 500 mL DCM (0.15 M) gelöst, mit 96.0 mL 2,2-
Dimethoxypropan (784 mmol, 8.2 Äq.) versetzt, die Reaktionslösung unter Rückfluss erhitzt und 
36.0 mL konz. Schwefelsäure (96%, 648 mmol, 8.7 Äq.) über einen Zeitraum von 10 min zuge-
tropft.
[274]
 Nach vollständiger Umsetzung wurden 100 mL einer ges. NaHCO3-Lösung zugegeben, 
das Rohprodukt mit 3x 150 mL DCM extrahiert und die vereinigten die organischen Phasen über 
MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer 
Aufreinigung (iHex/EtOAc 4:1 → 2:1) wurden 14.5 g 103 (43.3 mmol, 58%) in Form eines leicht 
gelblichen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.24 (iHex/EtOAc 4:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 4.96 (s, 2H, C4-CH2), 4.62 (d, 
3
J = 5.8 Hz, 2H, C5-CH2), 
2.37 (s, 3H, C2-CH3), 2.13 (d, 
3
J = 6.2 Hz, 1H, C5-OH), 1.54 (s, 6H, 2x , C3-O-C-CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 150.1 (C2), 146.7 (C3), 132.4 (C4), 127.8 (C5), 110.6 
(C6), 100.1 (C3-O-C-CH3), 65.1 (C5-CH2), 56.3 (C4-CH2), 24.8 (C3-O-C-CH3), 19.0 (C2-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C11H15NO3I
+
 [M+H]
+
: 336.0091 gef.: 336.0094. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3310 (w), 2942 (w), 1583 (w), 1374 (s), 1394 (s), 1276 (m), 1252 (s), 
1203 (s), 1137 (s), 1068 (s), 1017 (m), 947 (m), 860 (s), 780 (m), 740 (s), 700 (s), 665 (m). 
Schmelzbereich: 89-91 °C. 
 
 
10.8.3 2-Methyl-3,4-(1,3-(2,2-dimethyl)-[4H]-dioxen)-5-hydroxymethyl-6-
(octa(1,7)dien-1-yl)-pyridin (142) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 2.00 g der Verbindung 103 (5.97 mmol, 1.0 Äq.) in 
10 mL DMF (0.6 M) gelöst, mit 10.2 mL DIPEA (59.7 mmol, 10.0 Äq.) versetzt und die Reaktions-
lösung dreimal entgast (freeze, pump, thaw). Anschließend wurden 227 mg CuI (1.19 mmol, 
0.2 Äq.) und 419 mg Pd(PPh3)2Cl2 (597 µmol, 0.1 Äq.) zugegeben. Nach 15 min Rühren bei Raum-
temperatur wurden 1.85 mL Octa(1,7)dienyl (11.9 mmol, 2.0 Äq.) zugetropft. Das Reaktionsge-
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misch wurde 48 h gerührt, bevor weitere 114 mg CuI (595 µmol, 0.1 Äq.) und 210 mg Pd(PPh3)2Cl2 
(299 µmol, 0.05 Äq.) zugegeben wurden. Zur vollständigen Umsetzung wurde anschließend das 
Reaktionsgemisch auf 50 °C für 17 h erhitzt und anschließend 30 mL einer ges. NH4Cl-Lösung zu-
gegeben. Das Rohprodukt wurde mit 3x 150 mL DCM extrahiert und die vereinigten die organi-
schen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in vacuo und säulench-
romatographischer Aufreinigung (dryload, DCM/MeOH 1:0 → 100:1 → 50:1) wurden 1.23 g 142 
(3.92 mmol, 66%) in Form einer leicht gelblichen, viskosen Flüssigkeit erhalten. 
 
DC: Rf = 0.27 (DCM/MeOH 20:1). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 4.95 (s, 2H, C4-CH2), 4.73 (d, 
3
J = 5.8 Hz, 2H, C5-CH2), 
2.47 (t, 
3
J = 6.8 Hz, 2H, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 2.37 (s, 3H, C2-CH3), 2.31 (s, 1H, 
C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 2.23 (td, 
3
J = 6.8 Hz, 
4
J = 2.7 Hz, 2H, C6-C≡C-CH2-CH2-
CH2-CH2-C≡CH), 1.78-1.59 (m, 4H, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-
CH2-C≡CH), 1.53 (s, 6H, 2x , C3-O-C-CH3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 148.3 (C2), 145.7 (C3), 132.6 (C6), 130.1 (C4), 126.2 
(C5), 100.1 (C3-O-C-CH3), 92.1 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 84.2 (C6-C≡C-CH2-CH2-
CH2-CH2-C≡CH), 78.6 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 68.8 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-
C≡CH), 59.7 (C5-CH2), 58.9 (C4-CH2), 27.8 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 27.5 (C6-C≡C-
CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 24.8 (C3-O-C-CH3), 19.2 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 19.0 
(C2-CH3), 18.1 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH). 
HRMS (ESI+): ber. für C19H24NO3
+
 [M+H]
+
: 314.1751 gef.: 314.1752. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3293 (w), 2938 (m), 2861 (w), 1667 (w), 1587 (w), 1429 (s), 1407 (s), 
1385 (s), 1375 (s), 1355 (m), 1325 (w), 1287 (s), 1242 (s), 1204 (s), 1142 (s), 1126 (s), 1069 (s), 
1027 (m), 951 (w), 863 (s), 791 (w), 722 (m), 694 (m), 674 (m). 
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10.8.4 2-Methyl-3-hydroxyl-4-hydroxymethyl-5-((hydroxy-hydrophosphoryl-
oxy)methyl)-6-(octa(1,7)dien-1-yl)-pyridin (143) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurde zu einer Suspension aus 1.63 g Imidazol (23.9 mmol, 15 
Äq.) in 20 mL DCM 6.63 mL Triethylamin (47.9 mmol, 30 Äq.) zugegeben und auf 0 °C gekühlt. 
Anschließend wurden 700 µL Phosphortrichlorid (7.98 mmol, 5.0 Äq.) langsam zugetropft und für 
30 min bei Raumtemperatur gerührt. Nach erneutem Kühlen auf 0 °C wurden 500 mg 142 der Ver-
bindung (1.60 mmol, 1.0 Äq.) zugegeben und die Suspension für 18 h bei Raumtemperatur gerührt. 
Nach vollständiger Umsetzung wurde die Reaktionslösung mit 5 mL ddH2O versetzt und das Lö-
sungsmittel in vacuo entfernt. Die säulenchromatographischer Aufreinigung (DCM/MeOH 
50:1 → 10:1 → 4:1) resultierte in dem Hydrogenphosphonat-Derivat der Verbindung 142 (Rf = 0.51 
(EtOAc/Aceton/EtOH/H2O 15:3:4:3)) mit Verunreinigungen an Imidazol und Triethylammonium-
salzen und wurde direkt weiter umgesetzt. 
Das Hydrogenphosphonat-Derivat wurde in 18 mL eines Gemisches aus 10%-iger, wässriger Amei-
sensäure und Dioxan (5:1) gelöst und für 18 h bei 50 °C gerührt. Nach vollständiger Umsetzung 
wurde das Lösungsmittels in vacuo entfernt und das Rohprodukt mittels präperativer reversed phase 
HPLC aufgereinigt. Dabei wurden 85 mg 143 (252 µmol, 6%) als gelbliche, viskose Flüssigkeit 
erhalten. 
 
DC: Rf = 0.42 (EtOAc/Aceton/EtOH/H2O 15:3:4:3). 
1
H-NMR (400 MHz, D2O, ppm): δ = 6.87 (d, 
1
JP-H = 634 Hz, 1H, P-H), 5.07-5.04 (m, 2H, C5-
CH2), 4.92-4.92 (m, 2H, C4-CH2), 2.58-2.54 (m, 2H, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 2.43 (s, 
3H, C2-CH3), 2.38 (s, 1H, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 2.30-2.26 (m, 2H, C6-C≡C-CH2-
CH2-CH2-CH2-C≡CH), 1.77-1.72 (m, 2H, C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 1.71-1.66 (m, 2H, 
C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH). 
13
C-NMR (101 MHz, D2O, ppm): δ = 153.4 (C2), 147.0 (C3), 136.7 (C4), 132.0 (C5), 128.5 (C6), 
97.7 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 86.7 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 74.6 (C6-
C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 69.3 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 60.0 (C5-CH2), 56.6 
(C4-CH2), 26.9 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 26.6 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 
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18.2 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 17.1 (C6-C≡C-CH2-CH2-CH2-CH2-C≡CH), 16.6 (C2-
CH3). 
31
P-NMR (162 MHz, D2O, ppm): δ = 6.1. 
HRMS (ESI+): ber. für C16H21NO5P
+
 [M+H]
+
: 338.1152 gef.: 338.1151. 
IR (ATR): ν (cm
-1
) = 3278 (m), 2986 (m), 2949 (m), 2864 (w), 2632 (w), 2493 (w), 2356 (w), 
1446 (m), 1413 (m), 1375 (w), 1273 (w), 1208 (s), 1134 (w), 1074 (s), 1037 (s), 979 (s), 845 (w), 
789 (w), 762 (w), 659 (w). 
 
 
10.8.5 2-Methyl-3-(pivaloyloxy)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-((pivaloyl-oxy)methyl)-
pyridin-1-oxid (105) 
 
In einem ausgeheizten Rundkolben wurden 500 mg Pyridoxal als Hydrochloridsalz (2.45 mmol, 
1.0 Äq.) in 4.1 mL THF (0.6 M) gelöst, mit 3 Å Molsieb, 885 µL Propan-(1,3)-diol (12.3 mmol, 
5.0 Äq.) und 303 µL BF3∙OEt2 (2.45 mmol, 1.0 Äq.) versetzt und die Suspension für 2 h unter 
Rückfluss erhitzt. Nach vollständigem Umsatz wurde die nun klare Lösung auf 0 °C gekühlt, 
6.03 mL PivCl (49.0 mmol, 20 Äq.) sowie 13.6 mL Triethylamin (98.0 mmol, 40 Äq.) der Reakti-
onslösung langsam zugegeben und für 19 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem Um-
satz erfolgte die Zugabe von Eis sowie von 20 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohprodukt 
wurde mit 3x 50 mL EtOAc extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit 20 mL einer 
ges. NH4Cl-Lösung gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lösungsmittels in 
vacuo wurde das Rohprodukt in 7.0 mL DCM (3.5 M) gelöst, vorsichtig mit 2.75 g mCPBA (70%, 
12.3 mmol, 5 Äq.) bei 0 °C versetzt und für 1 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem 
Umsatz erfolgte die Zugabe von 40 mL einer ges. NaHCO3-Lösung. Das Rohprodukt wurde mit 2x 
50 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach Ent-
fernen des Lösungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (iHex/EtOAc 
1:1 → 1:10 → 0:1 (+ jeweils 0.5% NEt3)) wurden 505 mg 105 (1.23 mmol, 50%) in Form einer 
farblosen Flüssigkeit erhalten. 
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DC: Rf = 0.20 (iHex/EtOAc 1:1, + 0.5% NEt3). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.18 (s, 1H, C6-H), 6.08 (d, 
4
J = 1.9 Hz, 1H, C4-CH), 5.16 
(d, 
2
J = 13.2 Hz, 1H, C5-CH2), 5.02 (d, 
2
J = 13.2 Hz, 1H, C5-CH2), 4.18-4.00 (m, 2H, C4-CH-O-
CH2), 3.75-3.65 (m, 1H, C4-CH-O-CH2), 3.61-3.51 (m, 1H, C4-CH-O-CH2), 2.34 (s, 3H, C2-CH3), 
1.93-1.84 (m, 2H, C4-CH-O-CH2-CH2), 1.39 (s, 9H, C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 1.17 (s, 9H, 
C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 178.4 (C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 174.8 (C3-O-
C(=O)-O-C-(CH3)3), 143.7 (C3), 142.4 (C2), 136.1 (C6), 130.8 (C5), 128.7 (C4), 104.8 (C4-CH), 
70.4 (C5-CH2), 63.9 (C4-CH-O-CH2), 61.2 (C4-CH-O-CH2), 39.4 (C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 
38.4 (C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 29.2 (C4-CH-O-CH2-CH2), 27.2 (C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 
27.0 (C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 11.5 (C2-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C21H32NO7
+
 [M+H]
+
: 410.2173 gef.: 410.2180. 
 
 
10.8.6 2-Methyl-3-(pivaloyloxy)-4-(1,3-dioxolan-2-yl)-5-((pivaloyl-oxy)methyl)-
6-vinyl-pyridin (144) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 3.00 g der Verbindung 105 (7.32 mmol, 1.0 Äq.) in 
18.0 mL THF (0.4 M) gelöst, auf −78 °C gekühlt, mit 9.52 mL Isobutylchloroformiat (73.2 mmol, 
10 Äq.) versetzt und 45 min gerührt. Anschließend wurden langsam 14.6 mL (Vinyl)MgBr (1 M in 
THF, 14.6 mmol, 2 Äq.) zugegeben und für 20 min gerührt. Nach vollständigem Umsatz erfolgte 
die Zugabe von 50 mL einer ges. NH4Cl-Lösung. Das Rohprodukt wurde mit 2x 50 mL EtOAc ex-
trahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 getrocknet. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittels in vacuo und säulenchromatographischer Aufreinigung (iHex/EtOAc 
10:1 → 1:1 (+ jeweils 0.5% NEt3)) wurden 2.29 g 144 (5.46 mmol, 75%) in Form einer farblosen 
Flüssigkeit erhalten. 
 
DC: Rf = 0.66 (iHex/EtOAc 4:1, + 0.5% NEt3). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 6.69 (dd, 
3
J = 16.3 Hz, 
3
J = 11.5 Hz, 1H, C6-CH), 6.13 (s, 
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1H, C4-CH), 5.96 (d, 
3
J = 16.8 Hz, 1H, C6-CH-CH2), 5.55 (d, 
3
J = 11.4 Hz, 1H, C6-CH-CH2), 5.25 
(d, 
2
J = 13.1 Hz, 1H, C5-CH2), 5.10 (d, 
2
J = 13.9 Hz, 1H, C5-CH2), 3.98-3.88 (m, 2H, C4-CH-O-
CH2), 3.71-3.61 (m, 1H, C4-CH-O-CH2), 3.60-3.50 (m, 1H, C4-CH-O-CH2), 2.42 (s, 3H, C2-CH3), 
1.98-1.82 (m, 2H, C4-CH-O-CH2-CH2), 1.38 (s, 9H, C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 1.16 (s, 9H, 
C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3). 
HRMS (ESI+): ber. für C23H34NO6
+
 [M+H]
+
: 420.2381 gef.: 420.2385. 
 
 
10.8.7  (E)-2-(2-(4-(1,3-dioxolan-2-yl)-6-methyl-5-(pivaloyloxy)-3-
((pivaloyloxy)methyl)pyridin-2-yl)vinyl)benzene-1,4-disulfonsäure 
(106) 
 
In einem ausgeheiztem Rundkolben wurden 130 mg der Verbindung 144 (310 µmol, 1.0 Äq.) in 
3.1 mL MeOH (0.1 M) gelöst, mit 163 mg 2,5-Disulfobenzoldiazoniumtetrafluorborat (464 µmol, 
1.5 Äq., hergestellt von S. Becker, AK Carell), 127 mg NaOAc (1.55 mmol, 5.0 Äq.) und 32 mg 
Pd2(dba)3∙CHCl3 (31 µmol, 0.1 Äq.) und für 2 h bei Raumtemperatur gerührt. Nach vollständigem 
Umsatz wurde das Lösungsmittels in vacuo entfernt und mittels säulenchromatographischer Aufrei-
nigung (EtOAc/Aceton/EtOH/H2O 15:3:4:3) wurden 75 mg 106 (114 µmol, 37%) in Form eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
DC: Rf = 0.65 (EtOAc/Aceton/EtOH/H2O 15:3:4:3). 
1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ = 8.24 (d, 
4
J = 1.8 Hz, 1H, o-Ph), 8.05 (d, 
3
J = 8.3 Hz, 1H, 
m-Ph), 7.90 (d, 
3
J = 16.5 Hz, 1H, C6-CH=CH), 7.83 (dd, 
3
J = 8.3 Hz, 
4
J = 1.7 Hz, 1H, p-Ph), 7.15 
(d, 
3
J = 16.5 Hz, 1H, C6-CH=CH), 6.23 (d, 
4
J = 1.7 Hz, 1H, C4-CH), 5.42 (d, 
2
J = 13.6 Hz, 1H, C5-
CH2), 5.24 (d, 
2
J = 13.7 Hz, 1H, C5-CH2), 4.14-3.96 (m, 2H, C4-CH-O-CH2), 3.65-3.57 (m, 2H, 
C4-CH-O-CH2), 2.33 (s, 3H, C2-CH3), 1.87-1.77 (m, 2H, C4-CH-O-CH2-CH2), 1.20 (s, 9H, C5-
CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 1.03 (s, 9H, C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3). 
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13
C-NMR (101 MHz, CDCl3, ppm): δ = 179.9 (C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 178.1 (C3-O-
C(=O)-O-C-(CH3)3), 151.3 (C6), 146.3 (C2), 145.4 (C6-CH=CH-C=CH-C-SO3H), 143.1 (C3), 
139.7 (C6-CH=CH-C=C-SO3H), 138.8 (C4), 134.3 (C6-CH=CH-C), 133.5 (C6-CH=CH), 131.5 
(C6-CH=CH-C=C(-SO3H)-CH), 128.5 (C6-CH=CH-C=CH-C(-SO3H)-CH), 128.2 (C5), 125.5 (C6-
CH), 123.7 (C6-CH=CH-C=CH), 103.7 (C4-CH), 63.7 (2x C4-CH-O-CH2), 61.9 (C5-CH2), 38.9 
(C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 38.5 (C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 28.2 (C4-CH-O-CH2-CH2), 26.2 
(C5-CH2-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 26.0 (C3-O-C(=O)-O-C-(CH3)3), 17.2 (C2-CH3). 
HRMS (ESI+): ber. für C29H38NO12S2
+
 [M+H]
+
: 685.1830 gef.: 685.1831. 
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11 Abkürzungsverzeichnis 
AP  Abasische Stelle (apurinische/apyrimidinische Stelle) 
Äq.   Äquivalente 
Aid   activation induced cytidine deaminase 
Apobec  Apolipoprotein mRNA-editing catalytic polypeptide 
ATR   Attenuated Total Reflection 
au   Willkürliche Einheit (engl. arbitrary unit) 
BER   Basenexzisionsreparatur 
ber.   berechnet 
bp   Basenpaar (engl. base pair) 
br  breit (Signale bei NMR-Spektroskopie beziehungsweise IR-Spektroskopie) 
Bz   Benzoyl-Rest 
cadC   5-Carboxy-2′-desoxycytidin 
cadU   5-Carboxy-2′-desoxyuridin 
CAN   Cer(IV)-ammoniumnitrat Ce(NH4)2(NO3)6 
CD   Circulardichroismus 
CED   2-Cyanethyl-N,N-diisopropylphosphoramidit 
d   Duplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 
dA   2′-Desoxyadenosin 
DAST   Diethylaminschwefeltrifluorid 
dba   Dibenzylidenaceton 
DC   Dünnschichtchromatographie 
dC   2′-Desoxycytidin 
DCM   Dichlormethan 
dCTP   2′-Desoxycytidin-Triphosphat 
dG   2′-Desoxyguanosin 
DIPEA  Ethyldi(isopropyl)amin 
DMAP  N,N-Dimethylaminpyridin 
DMT   4,4′-Dimethoxytrityl-Rest 
DMF   N,N-Dimethylformamid 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 
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Dnmt   DNA Nukleotidmethyltransferase 
dT   2′-Desoxythymidin 
dU   2′-Desoxyuridin 
EI   Elektroionisation (Ionisierungsmethode für die Massenspektrometrie)  
ESI   Elektrosprayionisation (Ionisierungsmethode für Massenspektrometrie) 
EtOAc  Essigsäureethylester 
F-cadC 5-Carboxy-2′-(R)-fluor-2'-desoxycytidin 
F-dC  2′-(R)-fluor-2'-desoxycytidin 
F-fdC  5-Formyl-2′-(R)-fluor-2'-desoxycytidin 
F-hmdC 5-Hydroxymethyl-2′-(R)-fluor-2'-desoxycytidin 
F-mdC  5-Methyl-2′-(R)-fluor-2'-desoxycytidin 
fdC   5-Formyl-2′-desoxycytidin 
fdU   5-Formyl-2′-desoxyuridin 
gef.   gefunden 
hmdC   5-Hydroxymethyl-2′-desoxycytidin 
hmdU   5-Hydroxymethyl-2′-desoxyuridin 
IR  Infrarotspektroskopie 
HMDS  Hexamethyldisilazan 
hNEIL  humanes nei endonuclease VIII-like 
hUBF   human upstream binding factor 
HOAc   Essigsäure 
HPLC  Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
HR   hochaufgelöst (engl. high resolution) 
HSQC  Heteronuclear Single Quantum Coherence (2D-NMR-Methode) 
IDCase  Isoorotat-Decarboxylase 
konz.   konzentriert 
LC   Flüssigchromatographie (engl. liquid chromatography) 
m   medium (Signale bei IR-Spektroskopie) 
m   Multiplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 
MALDI-TOF  matrix assisted laser desorption ionization Massenspektrometer mit time of flight-
  Detektor 
MBD   Methyl-CpG-bindende Domäne 
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mdC   5-Methyl-2′-desoxycytidin 
MeCN  Acetonitril 
mES   embryonale Stammzellen der Maus (engl. murine embryonic stem cells) 
HhaI   Haemophilus haemolyticus 
MS   Massenspektrometrie 
NEt3  Triethylamin 
NMR   Kernresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance) 
Nu   Nukleophil 
Oct4   Octamer binding transcription factor 4 
ODN  Oligodesoxynukleotid 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction) 
PDB   Proteindatenbank 
PLP  Pyridoxalphosphat 
ppm   parts per million 
Py   Pyridin 
q   Quartett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 
quant.   quantitativer Umsatz 
Rf  Retentionsfaktor (Dünnschichtchromatographie) 
RNA   Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 
rpm   Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute) 
s   stark (Signale bei IR-Spektroskopie) 
s   Singulett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 
SAM   S-Adenosylmethionin 
SMUG  single-strand selective monofunctional uracil DNA N-glycosylase 
T   Temperatur 
t   Zeit (engl. time) 
t   Triplett (Signale bei NMR-Spektroskopie) 
TBS   tert.-Butyldimethylsilyl-Rest 
TDG   Thymin-DNA-Glykosylase 
Tet   ten-eleven translocation 
TFA   Trifluoressigsäure (engl. trifuoroacetic acid) 
TMS   Trimethylsilyl-Rest 
THF   Tetrahydrofuran 
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Tol   Toluoyl-Rest 
U   Units (Einheit für Enzymmengen) 
UV/VIS  Licht der Wellenlänge 10–750 nm 
UHPLC  Ultrahochleistungsflüssigkeitschromatographie (engl. ultra high performance liquid 
  chromatography 
w   schwach (engl. weak) (Signale bei IR-Spektroskopie) 
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